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1. Introduccion

1. Introduccién

La cicatrizacidn de heridas cutdneas en los reptiles permanece aun poco estudiada,
especialmente en los quelonios, donde estudios previos han analizado casi
exclusivamente la estructura epidérmica y las heridas del caparazén (Alibardi y cols.,
2004; Norton, 2005; Vella, 2009; Nagashima y cols., 2014). Esta falta de conocimiento
contrasta con el aumento del nimero de estos animales como mascotas y con la alta
prevalencia clinica de heridas en la piel de reptiles en cautiverio (Hernandez vy
Camacho, 2002; White y cols., 2010). Como en otros reptiles, las tortugas son
propensas a las heridas provocadas por traumas derivados de un manejo inadecuado,
abrasiones, quemaduras térmicas, picaduras de roedores o insectos, Yy
procedimientos quirurgicos (Smith y Barker, 1988; Mitchell y Diaz-Figueroa, 2004).
Estas heridas en la piel, especialmente en el caso de las tortugas acudticas, a menudo
curan insidiosamente y cuando el proceso de reparacién no es capaz de restaurar la
integridad anatdmica y funcional en un periodo de tiempo apropiado, las heridas se
cronifican, aumentando el riesgo de complicaciones (MacArthur y cols., 2004).

Aunque cualquier intervencién clinica debe basarse en un conocimiento especifico de
cada especie, en reptiles la mayor parte de la informacién sobre cicatrizacion de la
piel se basa en datos extrapolados de los vertebrados endotérmicos. La cicatrizacién
de heridas cutaneas es un proceso celular y molecular extraordinariamente bien
regulado y complejo que se ha compartimentado a la hora de estudiarlo y explicarlo;
segun la mayoria de autores consta de tres fases continuas y superpuestas:
inflamacién, proliferacién y remodelacidon (Baum y Arpey, 2005; Kumar y cols. 2010;
Schreml y cols., 2010; Reike y Sorg, 2012). A pesar de que los mecanismos basicos de
respuesta al dafio tisular estan bien conservados filogenéticamente, muchos estudios
han reportado diferencias entre las especies, los individuos e incluso entre
localizaciones anatémicas dentro del mismo individuo, lo que demuestra que existe
una heterogeneidad considerable en la curacion de las heridas (Martson y cols., 1999;
Schreml y cols., 2010; Nayak y cols., 2012). Esta heterogeneidad es clinicamente
relevante debido a que tiene un efecto significativo sobre variables importantes como
la respuesta inflamatoria, la contraccidon de la herida, el tiempo de curacidn y las
posibles complicaciones (Martson y cols., 1999; Wilmink y cols., 1999; Bohling y cols.,
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2004). Otra consideracion clinica importante que nos hemos planteado al proyectar
este estudio es que, en las escasas publicaciones relacionadas con la cicatrizacién de
heridas en los reptiles, los animales son mantenidos en habitats restringidos con una
temperatura ambiente constante éptima para el metabolismo del animal. Estos
estudios previos no reproducen por tanto las condiciones de un entorno natural ni las
condiciones metabdlicas de estos animales heterotermos (Smith y Barker, 1988;
Mitchell y Diaz-Figueroa, 2004; Keller y cols., 2014).

Algunos estudios anteriores han demostrado que la curacién por segunda intencion
en heridas en la piel de reptiles se caracteriza por la escasa contraccién y la
prolongacidon de los tiempos de curacidén en comparacion con los mamiferos (Smith y
Barker, 1988; Cangul y cols., 2006; Keller y cols., 2014). Cuando se han comparado
heridas suturadas y sin suturar, se ha demostrado que las heridas sin suturar tuvieron
significativamente menos interrupciones del patron de la cicatrizacion y menor
superposicion de los bordes (Smith y cols., 1988; McFadden, 2011). Estos hallazgos
comprometen aun mas la cicatrizacién de heridas en estas especies y sugieren una
busqueda de tratamientos prdcticos capaces de aumentar la contraccién de la herida
y mejorar su cicatrizacion en general.

Por otra parte, diferentes estudios han examinado el uso potencial de factores de
crecimiento, especialmente en el campo de la curacion de heridas.
Desafortunadamente, el alto coste de la produccién de estos factores de crecimiento
purificados ha impedido su integracién en el protocolo de tratamiento de heridas
cronicas, especialmente en reptiles mantenidos como mascotas por estar
considerados de valor bioldgico y econdmico bajos. Como una alternativa a los
factores de crecimiento recombinantes y otros de precio elevado, se ha demostrado
gue la insulina promueve una mejora en la cicatrizacion de heridas en mamiferos. Al
contrario que otros factores de crecimiento, las insulinas de origen animal o
recombinantes tienen mds bajo coste y estan disponible universalmente (Hrynyk y
Neufeld, 2014; Azevedo y cols., 2015). Algunos modelos animales han mostrado que
el tratamiento con insulina mejora la curacién de fracturas, incisiones quirurgicas y las
Ulceras en la piel. Asimismo, que bajas dosis de insulina en aplicacidon tdpica
promueven la curacién de heridas y quemaduras en ratas (Gregory, 1965; Hanam vy
cols., 1983; Apikoglu-Rabus y cols., 2009; Chen y cols., 2012a).
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Hipétesis

Nuestra hipdtesis de trabajo parte de la idea de que la cicatrizacidon en la piel de
tortugas, mantenidas en su entorno natural con variaciones diarias de temperatura y
libre acceso al agua, puede presentar diferencias relevantes respecto a lo descrito
hasta ahora en reptiles y que la aplicacidn tdépica de factores de crecimiento como la
insulina podrian mejorar la respuesta inflamatoria y la curacion del tejido dafiado.

J Negrini - 2016 15






Objetivos

Lietriape -

“Lo mds iucomprensible del universo es que sea comprensible .

otin Lewnoy. WMatemdtics ¢ filsssfo (19542)






2. Objetivos

2. Objetivos

El objetivo genérico de este trabajo de Tesis Doctoral es avanzar en el conocimiento
de la cicatrizacidon en la piel de los quelonios.

Los objetivos especificos son:

2.1. Estudiar y caracterizar los aspectos clinicos e histopatoldgicos de la cicatrizacién
por segunda intencion de heridas cutaneas inducidas experimentalmente en tortugas
de la especie Trachemys scripta elegans expuestas a variaciones diarias de
temperatura y en un ambiente acuatico.

2.2. Estudiar el valor terapéutico de la aplicacién tépica de la insulina como factor
promotor de crecimiento en el proceso de cicatrizacion de Ulceras cutdneas por
segunda intencion en tortugas de la especie Trachemys scripta elegans empleando un
modelo experimental.

J Negrini - 2016 19
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3. Revision bibliografica

Trachemys scripta elegans también conocida vulgarmente como galdpago de Florida,
tortuga de orejas rojas, o tortuga japonesa es una especie de tortuga acudtica
perteneciente a la clase Reptilia, orden Chelonia, familia Emydidae que abarca mas de
300 especies (Seidel y Ernest, 2006).

3.1. Observaciones taxonomicas

La taxonomia del género Trachemys ha sido muy controvertida a lo largo del siglo XX.
El género ha cambiado repetidamente de denominacién, habiéndose considerado
anteriormente, entre otros, en los géneros Chrysemys y Pseudemys. Esto provoca
cierta confusidn, pues gran parte de la informacidn existente sobre esta especie ha
sido publicada bajo la denominacion de Pseudemys scripta o Chrysemys scripta, lo que
hace que sea, a veces, dificultosa su busqueda. Hasta el afio 2002, en el género
Trachemys se incluian hasta 14 subespecies dentro de una Unica especie, Trachemys
scripta. A partir de la revision realizada por Seidel (2002), se considera que el género
Trachemys incluye 15 especies diferentes. La filogenia realizada posteriormente a
partir de estudios de ADN mitocondrial (Jackson y cols., 2008) confirmaron esta
revision taxondmica.

3.2. Area de distribucién, habitat natural y evolucién de la poblacién

Originaria de la regidon que comprende el sureste de los Estados Unidos y el noreste
de México, tiene desde Brasil hasta el sur de los EEUU, pasando por América Central
su drea de distribucién mundial. En la actualidad se encuentra en muchas otras partes
del mundo gracias a su comercio como mascota y su éxito como especie invasora
frente a especies autdctonas como el galdpago leproso en Espafia. Las tortugas, en
general, encabezan la lista de los reptiles mas populares como mascotas, incluso
antes del gran aumento, en los Ultimos afios, de los reptiles criados como animales
companiia (Hernandez y Camacho, 2002; White y cols., 2010).
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En general, Trachemys scripta habita una gran variedad de medios acudticos de agua
dulce, aunque prefiere aguas tranquilas de 1 a 2 m de profundidad con abundante
vegetacion y disponibilidad de sitios para solearse (Ernst y Lovich, 2009). Entre las
variables que se consideran mas determinantes de los habitats utilizados por esta
especie en sus areas de origen, destaca la profundidad del agua, pues no suele
encontrarse en aguas someras (<0,5m de profundidad), en las que se considera que
no puede hibernar en libertad. Ademas, prefiere medios acudticos permanentes a
temporales, pues en estos ultimos se ve obligado a emigrar hacia otros lugares
cuando se produce la desecacion (Morreale y Gibbons, 1986).

3.3. Biologia de la especie

Es un galdpago de tamafio mediano, que se caracteriza por la presencia de una
mancha prominente a cada lado de la cabeza, cuyo colorido difiere segun las
subespecies; roja en T. s. elegans, y amarilla en T. s. scripta y en T. s. troosti. La piel es
de color verde oliva a marrén con lineas amarillas. La cabeza también es de color
verde a marrén con bandas amarillas en la mayoria de los individuos. Las bandas
supra temporales y orbito-mandibulares son conspicuas, siéndolo mas aun las amplias
bandas post-orbitales, que caracterizan a cada subespecie. En la zona prefrontal se
observa un dibujo en forma de flecha formado por la unién de las lineas amarillas
supra temporales que convergen con la linea sagital sobre el hocico. El cuello también
posee numerosas lineas amarillas que bajo la boca se unen formando una Y. Las patas
son también de color oscuro con numerosas lineas amarillas (Ernst y Babour, 1989).

Su caparazén se compone de dos secciones: la superior, conocida como caparazén
dorsal, y la inferior, también Ilamada caparazén ventral o plastrén. En las tortugas
mas jovenes o recién nacidas, es de color verde hoja, y conforme van creciendo se
oscurece un poco hasta volverse de un verde muy oscuro, para mds tarde tomar un
tono entre marrdn y oliva. El plastrén siempre es de color amarillo claro. Todo el
escudo esta cubierto con rayas y manchas que en la naturaleza le ayudan a
camuflarse (Beynon y Cooper, 1999; Meredith y Redrobe, 2012).
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3.3.1. El tegumento de los reptiles

Los reptiles fueron los primeros vertebrados en adaptarse a un ambiente terrestre
permanente. Para adaptarse a las condiciones de los cambios del medio ambiente
terrestre y acuatico, eran necesarias modificaciones del sistema tegumentario para
qgue los reptiles sobrevivan. Mientras que el tegumento de anfibios tiene un papel
importante en la respiracion y la osmorregulacion, estas funciones se perdieron en los
reptiles. En el examen macroscopico, la piel de reptil es seca, y las escamas estan
dispuestas en patrones geométricos regulares. El tegumento de los reptiles estd
basicamente desprovisto de glandulas. A diferencia de los peces, donde las escamas
son de origen dérmico, las escamas de los reptiles son de origen epidérmico, con
variaciones en tamafio, forma y textura de una especie a otra, lo que se utiliza con
frecuencia para ayudar con la clasificacién taxondmica. La piel de los reptiles, como el
de los vertebrados superiores, se compone de la epidermis, la dermis y el tejido
subcutdneo. Histoldgicamente, la epidermis se compone de tres capas: estrato
corneo, el estrato espinoso y el estrato germinativo. El estrato cdrneo se compone de
seis a ocho capas de células. El estrato exterior cérneo tiene una superficie dentada y
estd fuertemente queratinizado y acelular. La funcién principal de la capa cérnea es
servir como una barrera fisica contra los agentes patdgenos y para evitar la pérdida
de fluidos y electrolitos. La capa de a-queratina de la epidermis se considera la
principal barrera contra la pérdida de agua percutdnea, aunque la capa de B-
gueratina superficial puede también desempefiar un papel en la reduccién de la
pérdida de agua. La zona intermedia se compone de células provenientes del estrato
germinativo en diversas etapas de diferenciacion. El estrato germinativo, o capa
profunda de la epidermis, se compone de las células regenerativas que migran a la
capa cornea. La dermis proporciona nutricion a la epidermis, y se une a la
musculatura por una capa delgada de tejido conectivo. Las células de pigmento se
encuentran en la dermis. La regulacién de las células pigmentarias se considera,
generalmente, que se realiza por via neuroldgica y por influencias hormonales. Los
osteodermos, o placas calcificadas, se encuentran en la dermis de quelonios vy
cocodrilos (Alibardi y Sawyer, 2002; Alibardi y cols., 2004; Mitchell y Diaz-Figueroa,
2004).
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3.3.2. El tegumento de los quelonios

La estructura basica de la piel de los quelonios es similar a la del resto de reptiles. Los
estudios de su estructura en las partes de piel blanda son escasos pues se han
centrado fundamentalmente en describir las modificaciones en el caparazén y
plastrén y en evaluar la expresién de algunas citoqueratinas especificas (Alibardi y
cols., 2004; Alibardi y Toni, 2006). La epidermis es un epitelio estratificado
gueratinizado con una capa germinativa basal de queratinocitos, un estrato espinoso
formado por 2-4 capas de queratinocitos suprabasales, y mds externamente un
estrato corneo de espesor variable. La dermis es delgada, menos vascularizada y
tienen grandes poblaciones de melanocitos y se adhiere a los tejidos subyacentes
profundos por una capa delgada de tejido conectivo laxo. Las glandulas cutdneas son
poco frecuentes y varian segun la especie (Alibardi y cols., 2004; Alibardi y Toni, 2006;
Cooper, 2006).

La piel resistente pero no elastica de los escudos del caparazén y plastrén consta de
una fina epidermis con un gran desarrollo del estrato cdérneo donde se han
caracterizado varias B-queratinas que le confieren sus caracteristicas fisicas; el
segundo elemento que aumenta la resistencia del caparazén y plastron de los
quelonios son los osteodermos desarrollados en la dermis a partir de una
modificacion del tejido conjuntivo y que forman una estructura integrada con el
esqueleto axial (Cooper, 2006).

3.4. El proceso de cicatrizacion

La cicatrizacién de las heridas cutdneas es un proceso fisioldgico muy bien
caracterizado en mamiferos, especialmente en pacientes humanos (Kumar y cols.,
2010; Schreml y cols., 2010), pero escasamente descrito en los reptiles (Maderson y
Roth, 1972; Smith y Baker, 1988; French y cols., 2006; Keller y cols., 2014). Esta
revision bibliografica se ha realizado fundamentalmente en base a la informacién
disponible en mamiferos, destacando las diferencias especificas de los reptiles segln
lo descrito hasta ahora.

La funcidn principal de la piel es servir de barrera protectora contra el medio
ambiente. Las heridas cutaneas se definen como una solucién de continuidad en la
integridad de la piel y la cicatrizacién es la respuesta del organismo encaminada a
restablecer la integridad de la zona dafiada. En animales de vida libre, donde el
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tratamiento se ve complicado por el manejo clinico de estos animales, las heridas
cutaneas con independencia de su origen pueden complicarse y representar un grave
peligro para la vida del animal. El proceso de curacidn depende de numerosos
factores, tanto locales de la herida, como de mediadores sistémicos, existencia de
enfermedades subyacentes, complicaciones secundarias y también del tipo de herida.
La combinaciéon de todos ellos determinara si la cicatrizacién de las heridas se
producird de una forma fisioldgica, o si habra un proceso complicado de curacién.
Cuando el dafo es severo o crénico y se afectan tanto las células parenquimatosas
como el estroma, la curacién de la herida se produce por segunda intencién, es decir
con la formacién de una cicatriz que sustituye el tejido dafado (Singer y Clark, 1999,
Kumar y cols., 2010; McGavin y Zachary, 2012).

La cicatrizacion es una respuesta defensiva altamente organizada y compleja regulada
por numerosos mediadores quimicos que liberan y modulan las células inflamatorias y
las células parenquimatosas cutdneas en la zona afectada (Baum y Arpey, 2005;
Schrmel y cols., 2010). Para ayudar a entender la sucesidén de cambios que ocurren en
la herida, clasicamente se distinguen tres grandes fases que se suceden en el tiempo y
se solapan durante la cicatrizacidn por segunda intencidn: 1. Coagulacidn-inflamacion,
2. Proliferacion y 3. Remodelacion.

La secuencia de acontecimientos en el proceso de cicatrizacion empieza
inmediatamente después de la lesidn, con la activacion de la cascada de la
coagulacién, y el inicio de la fase inflamatoria. La hemostasia induce primero un
vasoespasmo, a menos que exista un trastorno de coagulacion. Pero este espasmo
desaparece rdpidamente y los vasos sanguineos lesionados se relajaran poco después,
permitiendo el sangrado adicional si las plaquetas/trombocitos no se involucran. La
formacion del coagulo sirve no sélo para aproximar los bordes de la herida, sino
también para sustentar a la fibronectina y proporcionar una matriz provisional en la
cual los fibroblastos, células endoteliales y queratinocitos pueden entrar en el herida
(Werner, 2003; Tsirogianni y cols., 2006; Kumar y cols., 2010; McGavin y Zachary,
2012).

Entre las 24-48 horas siguientes al dafio, la fase de inflamacidén aguda se ha
establecido totalmente y puede durar hasta 96 horas o mas tiempo si el proceso de
curacion se ve perturbado por infeccidn, trauma, o algun otro factor. Los leucocitos
polimorfonucleares neutréfilos son el primer tipo de células de la sangre que llegan a
la zona de la lesidn. Estas son las células predominantes durante los primeros 3 dias
posteriores a la lesidn, con su numero alcanzando un méximo en aproximadamente
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48 horas. La funcién principal es la fagocitosis de las particulas extraiias vy
microrganismos (Werner, 2003; Tsirogianni y cols.,, 2006; Kumar y cols., 2010;
McGavin y Zachary, 2012).

A continuacidn los monocitos circulantes penetran en la herida y se transforman en
macrdéfagos y en células dendriticas. En general, alcanzan su nimero maximo a las 24-
36 horas después de producirse la herida. Los macroéfagos fagocitan y limpian el area
de detritus celulares y agentes patdgenos. Las células “natural killer” también se
activan y secretan interferon gamma, que a su vez activa los macréfagos. Ademas de
la fagocitosis, los macréfagos juegan un papel esencial en la induccion de mecanismos
del sistema inmune adaptativo, asi como en la produccién de sustancias que son
cruciales en el proceso de cicatrizacién de la herida (Kumar y cols., 2010, Schreml y
cols., 2010).

La formacion de tejido de granulacion (fase de proliferacidon) comienza a las 48-72
horas después de la lesion. Se caracteriza por producir nuevos capilares a partir de los
preexistentes, proliferacion de fibroblastos y nueva matriz extracelular que
constituyen el denominado "tejido de granulacion" que representa la base de la
reparacion de la herida. Ademas, los macréfagos activados liberan diversos
mediadores quimicos como el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), el
factor de crecimiento transformante beta 1 (TGF-B1) y factores de crecimiento de
fibroblastos (FGF) que estimulan a los fibroblastos a proliferar, migrar hacia el espacio
de la herida y sintetizar los glicosaminoglicanos, proteoglicanos y el colageno de la
nueva matriz extracelular (MEC). Los fibroblastos se convierten en el tipo celular
dominante, alcanzando cantidades maximas en 7-14 dias. Mientras tanto, empiezan a
producir el factor de crecimiento de fibroblastos basico (b FGF), TGF-B1, PDGF, asi
como el factor de crecimiento de queratindcitos (KGF) y el factor de crecimiento
insulinico tipo 1 que facilitan la sintesis de la nueva MEC (Tsirogianni y cols., 2006;
Kumary cols., 2010; Schreml y cols., 2010).

La formacién de nuevos vasos sanguineos capilares es esencial para proporcionar
nutrientes y oxigeno al nuevo tejido de granulacidn metabdlicamente activo. Durante
este complejo proceso, las células endoteliales proliferan y migran a través de la
matriz extracelular para formar brotes de nuevos vasos capilares. Los principales
estimulos para la proliferacidon de células endoteliales son la liberacidén de los factores
de crecimiento de fibroblastos acido y basico (FGF) por los macréfagos y la produccion
del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) por los queratinocitos y los
macréfagos. El factor de crecimiento de fibroblastos basico también estimula las
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células endoteliales para liberar proteasas, que digieren las membranas basales. Esta
fragmentaciéon permite que las células endoteliales migren, utilizando ciertas
moléculas de adhesion y formen nuevos vasos sanguineos en el sitio de la lesidon
(Schreml y cols., 2010).

La reepitelizaciéon se encuadra dentro en la fase de proliferacion y es fundamental
para la optima curacién de la herida, no sélo por la reconstituciéon de la barrera
cutanea, sino también por su papel en la contraccidon de la herida. En cuestién de
horas después de la lesidn, los queratinocitos de la epidermis empiezan a migrar
sobre la matriz provisional formada por el exudado inflamatorio y codgulo inicialy, 1 o
2 dias mas tarde comienzan a proliferar. La motilidad de queratinocitos es facilitada
por la expresion de receptores de superficie de la integrina que interaccionan con una
variedad de componentes de la matriz extracelular, tales como la fibronectina,
vitronectina, fibrina y el coldgeno tipo 1 del estroma. Los macréfagos y los propios
gueratinocitos producen TGF - B1 y el factor de crecimiento epidérmico de unidn a la
heparina (HB-EGF) que median la migracion y la proliferaciéon de los queratinocitos.
Los fibroblastos también secretan KGF que contribuye a la reepitelizacidon (Park y
Barbul, 2004, Schreml y cols., 2010).

La fase de proliferacion puede durar hasta 3 a 4 semanas o mas, dependiendo del
tamafio de la herida y otras circunstancias concurrentes (Kumary cols., 2010).

La remodelacién (maduracion, contracciéon) tiene lugar sélo después de que las fases
de inflamacion y proliferacion se hayan completado exitosamente. Incluye la
remodelacidon del tejido de granulacidn con tejido conectivo inmaduro y su conversién
en tejido conjuntivo maduro través de la forma de colageno extracelular (Kumar y
cols., 2010; McGavin y Zachary, 2012).

Durante la segunda semana de la curacién, parte de los fibroblastos sufren una
modulacion fenotipica y se diferencian en miofibroblastos. Estas células tienen
caracteristicas contractiles y hacen que los bordes de la herida se aproximen,
reduciendo asi el area del tejido lesionado. La produccién de colageno sigue siendo el
proceso dominante en la cicatrizacidon de heridas hasta 6 semanas después del inicio
de la curacion. Entonces los fibroblastos dejan de producir colageno y entran en
apoptosis. La remodelacion de las fibras de colageno y la resintesis permite que la
herida se fortalezca por la reorientacion de aquellas. La degradacion del coldgeno es
dependiente de las enzimas proteoliticas especificas conocidas como
metaloproteinasas de la matriz (MPM) que son producidas por los macrofagos,
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qgueratinocitos y fibroblastos. La remodelacidén continuara hasta 2 afios y la piel
resultante nunca logra la misma resistencia a la traccion que la piel no lesionada
(Kumary cols., 2010).

Los trabajos que describen la cicatrizacién de heridas en los reptiles son escasos, la
mayoria antiguos con descripciones vagas y escasamente documentadas; cuando se
han realizado estudios experimentales de cicatrizacién llama la atencién que los
animales se han mantenido en condiciones de aislamiento y a temperatura constante,
posiblemente para poder establecer correlaciones con los conocimientos que se tiene
de mamiferos (Maderson y Roth, 1972; Smith y Baker, 1988; French y cols, 2006;
Keller y cols., 2014). Sin embargo, estas condiciones controladas no reproducen las
del medio natural especialmente en especies acuaticas y semi-acuaticas. Basado en
los escasos estudios existentes, Cooper (2006) establece que en reptiles las fases de la
cicatrizacion de heridas serian muy similares a las descritas en mamiferos pero
siempre con la salvedad destacada por todos los autores de que la temperatura del
medio influiria directamente en la velocidad y la eficacia de la cicatrizacién en estas
especies heterotermas.

Con caracter general, una lesidn en la piel de reptiles se caracteriza por una respuesta
vascular e inflamatoria, seguida por fibroplasia y el restablecimiento de la integridad
cutdnea. Las serpientes parecen tener generalmente una buena respuesta
inflamatoria a la lesién cutanea, mientras que en los lagartos puede ser minima. La
reaccion inflamatoria en las serpientes se caracteriza por la presencia principalmente
de heterodfilos y macrdfagos, y los heterdfilos persisten mas tiempo en la lesidon que
los macréfagos; esto los diferenciaria de los vertebrados superiores, en los que
generalmente los macroéfagos estdn presentes en la herida por mas tiempo y
constituyen una célula clave en la proliferacién del tejido de granulacién y fibroplasia
(Carlson y Allen, 1970; Smith y Barker, 1988; Maderson, 1995, Kumar y cols., 2010;
Schemly cols., 2010).

Por otra parte, segun estudios previos la respuesta fibroblastica en las heridas de piel
de los lagartos y en las serpientes generalmente se origina desde los margenes
laterales de la dermis, mientras que en los mamiferos se origina desde los tejidos
subcuténeos del lecho de la herida. Ademads, se ha descrito que las serpientes, en
general, forman una costra epitelial significativa, mientras que no ocurre lo mismo en
los lagartos (Carlson y Allen, 1970; Smith y Barker, 1988; Maderson, 1995).
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Mediadores quimicos y factores de crecimiento moduladores de la cicatrizacion

En el proceso de cicatrizacion, el depédsito de tejido conjuntivo en la zona de la herida
se produce en dos etapas: una con la migracién y proliferacion de fibroblastos en la
zona y otra con el depésito de proteinas de la MEC producida por estas células. El
reclutamiento y la activacidn de los fibroblastos para sintetizar las proteinas del tejido
conectivo son regulados por muchos factores de crecimiento, como PDGF, FGF-2 y
TGF-B. Las células inflamatorias son la fuente principal estos factores, en particular los
macréfagos presentes en el sitio de la lesion y en el tejido de granulacidn. Ademas, la
piel tiene abundantes mastocitos perivasculares y linfocitos residentes que colaboran
en el proceso. Cada uno de estos tipos de células puede secretar citocinas y factores
de crecimiento que contribuyen a la proliferaciéon y activacion de fibroblastos.
También es interesante saber que a medida que progresa la curacién, el nimero de
fibroblastos y nuevos vasos comienza a disminuir y progresivamente los fibroblastos
asumen un fenotipo mds sintetizador de coldgeno y MEC que se va depositando
progresivamente en la zona reparada (Kulmary cols., 2010).

La fase inicial después de la lesiébn cutdnea se caracterizada por reacciones
inflamatorias mediadas por las citocinas, quimiocinas, factores de crecimiento,
gradientes de pH y pO, asi como sus acciones sobre los receptores celulares. Con todo
ello, se activan las cascadas de sefalizacidon intracelular que contribuye a la
proliferacién, migracién y diferenciacidon celular. De forma concomitante, diversos
factores quimioatrayentes reclutan diferentes tipos de células, tales como los
granulocitos y macréfagos en el sitio de la herida, iniciando asi la reparacion (Schreml
y cols., 2010).

La interrupcién de la circulacién conduce a la formacién del codgulo de sangre, que se
compone de fibrina reticulada y de proteinas de la matriz extracelular tales como
fibronectina, vitronectina y trombosponina. Ademds de proporcionar una barrera
contra los microorganismos invasores, el codgulo sanguineo también sirve como una
matriz para las células migratorias y como un depdsito de factores de crecimiento
requeridos durante el proceso de curacion (Clark, 1993; Werner y Grose, 2003).

Los neutrdfilos llegan primero dentro de los primeros minutos, seguidos de los
monocitos y linfocitos. Producen una amplia variedad de proteinasas y especies
reactivas del oxigeno como una defensa contra microorganismos contaminantes, y
que estan involucrados en la fagocitosis de los residuos celulares. Ademas de estas
funciones de defesa, las células inflamatorias son también una importante fuente de
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factores de crecimiento y citocinas, que inician la fase proliferativa de la reparacion
de heridas. Rapidamente, empieza la migracién y la proliferacién de los queratinocitos
en borde de la herida, seguida por la proliferacion dérmica de fibroblastos alrededor
de la lesién. Estas células posteriormente migran dentro de la matriz provisional y
producen grandes cantidades de matriz extracelular. Ademas, fibroblastos de la
herida adquieren un fenotipo contractil y se transforman en miofibroblastos, que
desempefiian un papel importante en la contraccidn de la herida (Clark, 1993).

Todas las etapas del proceso de reparacidn son controladas por una amplia variedad
de factores de crecimiento y citoquinas. Multiples estudios han demostrado un efecto
beneficioso de muchos de estos factores de crecimiento, por ejemplo, factores de
crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), factores de crecimiento de fibroblastos
(FGF), y el factor estimulante de granulocitos y de colonias de macrofagos (GM-CSF)
en el proceso de curaciéon, tanto en modelos animales como en seres humanos que
sufren diferentes tipos de trastornos de la cicatrizacion (Abraham y Klagsbrun, 1996;
Greenhalgh, 1996; Edmonds y cols., 2000; Harding y cols., 2002). El PDGF fue el
primer factor de crecimiento en que se demostré un efecto en la quimiotaxis de
células que migran en la piel durante la curacién de las heridas, tales como
neutroéfilos, monocitos y fibroblastos. Ademas, actia aumentando la proliferacién de
fibroblastos y la producciéon de matriz extracelular por estas células (Clark, 1993;
Heldinch y Westermark, 1999).

Diferentes estudios sugieren un papel importante del PDGF enddgeno en el proceso
de reparacidn tisular. Tras la lesion, PDGF se libera en grandes cantidades durante la
desgranulacion de las plaquetas (Ross y cols., 1974), y esta presente en la herida,
sobre todo en el inicio de la lesién (Breuing y cols., 1997; Vogt y cols., 1998). Los
patrones de PDGF y la expresién del receptor para PDGF sugieren un mecanismo
paracrino de accién, ya que son predominantemente expresados en la epidermis,
mientras que los receptores se encuentran en la dermis y el tejido granulacion (Beer y
cols., 2000).

Los FGFs comprenden un conjunto de factores de crecimiento de polipéptidos, que
actualmente consta de 22 miembros (Ornitz y Itoh, 2001). Se transducen sus sefiales a
través de cuatro proteinas tirosina quinasas transmembrana de alta afinidad,
receptores de FGF 1-4 (Johnson y Willians, 1993), que se unen a los diferentes FGFs
con diferentes afinidades. La mayoria de los FGFs se unen a un subconjunto especifico
de receptores de FGF. Una caracteristica de los FGFs es su interaccion con la heparina
gue es esencial para la activacién de los receptores.
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Se conocen numerosos efectos in vivo de los FGFs que permitirian desarrollar, a estos
factores de crecimiento, un papel importante en la reparacién de heridas. En
particular, se ha demostrado que los FGF1 y FGF2 son capaces de estimular la
angiogénesis en diversos sistemas de ensayo (Risau, 1990). Ademds, los FGFs son
mitdgenos para varios tipos de células presentes en el sitio de la herida, incluyendo
fibroblastos y queratinocitos (Abraham y Klagsbrun, 1996). Algunos FGFs se han
detectado en el sitio de la herida, lo que indica que las proteinas endégenas son
también reguladores de la cicatrizacidn de heridas. El FGF2 se encontré en heridas de
humanos y en el exudado de heridas en cerdos, sobre todo en etapas tempranas
después de lesiones (Grayson y cols., 1993; Cooper y cols., 1994; Nissen y cols., 1996;
Vogt y cols., 1998). A través de estudios de inmunohistoquimica, se han localizado
FGFs en piel lesionada. En ratén, utilizando un modelo de herida incisional, se
encontré extracelularmente en la superficie de la herida el FGF2 asi como dentro de la
dermis adyacente a la herida (Whitby y Ferguson, 1991). Para obtener evidencias
funcionales del FGF2 en la reparacion de heridas, Broadley y cols. (1989) utilizaron un
anticuerpo policlonal neutralizante especifico para FGF2 humano. El anélisis
histoldgico de las heridas reveld un severo retraso en la reepitelizacién de la herida en
los ratones tratados en comparacién con los compaferos de camada de control. En el
dia 5 después de la lesion, el nimero de queratinocitos que proliferan en el epitelio se
redujo un 80-90% en comparacion con los ratones de control. Estos resultados
demostraron un importante papel para el receptor de FGF de seiializacién en la
reparacion de heridas, aunque el tipo de FGF que es responsable no fue identificado
por este estudio.

La familia del factor de crecimiento epidérmico (EGF) comprende varios miembros, el
EGF, el factor de crecimiento transformante-a (TGF-a), el factor de crecimiento
epidérmico de unidén a heparina (HB-EGF), asi como anfirregulina, epirregulina,
betacelulina, neurregulinas, entre otros (Tsahar y cols., 1998; Yarden, 2001; Strachan
y cols., 2001). Todos estos factores de crecimiento ejercen sus funciones mediante la
unién de alta afinidad con cuatro receptores diferentes y se han demostrado un
efecto positivo de EGF, TGF-a y HB-EGF sobre la reparacién de heridas. Grotendorst y
cols. (1989) detectaron factores similares a EGF en el exudado de heridas de ratas, y
se demostré que extractos de este tipo de fluido de la herida tenia una actividad
guimiotactica para las células endoteliales que se neutralizaba con un anticuerpo anti-
EGF. Ademas, se identifico HB-EGF como el principal factor de crecimiento en heridas
en piel en cerdos (Marikovsky y cols., 1993). Debido a que el HB-EGF es mitégeno para
fibroblastos y queratinocitos, se sugirié que desempefiaria un importante papel en la
formacidn del tejido de granulacion y reepitelizacion. También se ha demostrado que
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puede actuar sinérgicamente con el factor de crecimiento similar a la insulina (IGF)-1,
otro factor de crecimiento presente en el exudado de las heridas y que se ha
demostrado es capaz de estimular la proliferacion de queratinocitos in vitro
(Marikovsky y cols., 1996).

Por otro lado, la coordinacion de las sucesivas fases de la inflamacion en la
cicatrizacidon requiere un sutil equilibrio de citoquinas pro-inflamatorias y de sus
antagonistas. Aunque la interleucina (IL)-1 se conoce como un factor clave, poco se
sabe acerca de las funciones del receptor de IL-1 antagonista (IL-1ra). Ishida y cols.
(2006) mostraron que IL-1ra en ratones provoca una interrupcién del factor de
crecimiento transformante (TGF)-B1 en la formacion y depdsito de colageno asi como
en la expresion del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF). Las alteraciones
del equilibrio entre factores pro-inflamatorios y anti-inflamatorios son una de las
razones centrales para la inflamacion persistente en curacion de heridas crénicas. La
complejidad y variedad de moléculas, células y factores de crecimiento que
interactian en el proceso de cicatrizacion de heridas posibilitan estrategias
alternativas en el tratamiento de lesiones en la préctica clinica diaria (Schreml y cols.,
2010).

La insulina como factor de crecimiento

La insulina es una hormona polipeptidica y factor de crecimiento con diversas
funciones fisioldgicas. Se conoce principalmente por regular los niveles de glucosa en
la sangre y la sintesis de proteinas, pero en el ultimo siglo se ha demostrado que la
insulina desempefia un papel fundamental en la diferenciacién de las células de todos
los vertebrados. La insulina ejerce importante funcion metabdlica y participa en los
procesos mitogénicos celulares mediados a través del receptor de insulina que esta
presente en los tejidos practicamente de todos los vertebrados (Kahn 1985).

La insulina es uno de los posibles mediadores hormonales de la produccién de
colageno. Se sabe que estimula la sintesis de coldgeno en los fibroblastos de la piel en
una manera selectiva (Chaiken y cols. 1986; Flier y cols. 1986). Pellegrinelli y cols.
(2001) describieron la presencia de receptores de insulina en los queratinocitos de la
epidermis y en los foliculos pilosos, e identificaron las vias de sefalizacidn por las
cuales la insulina puede promover el crecimiento de la piel. También se ha
demostrado que los queratinocitos humanos son dependientes de la insulina para su
crecimiento (Tsao, 1982). Varios experimentos in vitro sugieren que factores de
crecimiento, tales como la insulina, pueden actuar como quimiotacticos y mitégenos
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para las células implicadas en la cicatrizacién de heridas, y que pueden estimular la
angiogénesis, la formacion y degradacién de la MEC y la liberacidon de citoquinas
(Greenhalgh y cols., 1990; Ando y Jensen, 1993; Benoliel y cols., 1997). El aumento del
numero de fibras de coldgeno en animales tratados con insulina estad de acuerdo con
informes en los que se encontré que la insulina tépica mejora la curacién de heridas
al influir sobre los miofibroblastos y aumentar la formacién de colageno (Madibally y
cols., 2003; Kassem y Trau, 2007). Liu y cols. (2009), estudiando las heridas en la piel
de ratas tratadas tdpicamente con insulina, observaron que se curaron mas
rapidamente, y que la insulina estimulaba la proliferacién y la migraciéon de los
gueratinocitos y la migracion de células del endotelio microvascular.

La naturaleza quimica de la insulina en tortugas no se conoce pero se ha demostrado
que el mismo antisuero desarrollado frente a la insulina porcina reacciona con las
células B del pancreas de tortugas del género Chrysemys (actualmente Trachemys) y
de otros quelonios al igual que lo hace en pancreas de ratones y ratas (Gapp y Polak,
1990). Otros estudios han confirmado la presencia de insulina en el pancreas y el
intestino de diferentes especies de reptiles incluyendo los quelonios (Pérez-Tomas y
cols., 1989; Campbell, 2006). Sin embargo, nuestra revision bibliografica demuestra
que, a pesar de la evidencia del papel importante de la insulina tépica en la
promocién de la cicatrizacion de heridas en varios modelos animales, no se han
realizado estudios similares en reptiles.
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4. Material y métodos

4. Material y métodos

Para alcanzar los dos objetivos planteados en el proyecto de esta tesis doctoral y
demostrar nuestra hipdtesis de trabajo se realizaron dos estudios experimentales
consecutivos:

1. Estudio clinico e histopatolégico de la cicatrizaciéon espontanea por segunda
intencion de heridas experimentalmente inducidas. Realizado en el periodo
comprendido entre abril y agosto de 2013.

2. Estudio del efecto de la aplicacion tdpica de insulina porcina sobre la
cicatrizacion en de heridas experimentalmente inducidas. Realizado en el periodo
comprendido entre mayo y julio de 2014.

En ambos disefios experimentales, tanto las instalaciones como las condiciones
ambientales, los procedimientos utilizados en la valoracién clinica, microscépica y
morfométrica, asi como el personal involucrado en el manejo de los animales fueron
iguales en los dos estudios por lo que se describen en este apartado evitando las
repeticiones metodoldgicas.

4.1. Animales

Los animales utilizados en los experimentos pertenecen a la coleccidon del Parque
Zooldgico Municipal de Cérdoba (Fig. 1) que desarrolla varios proyectos cientificos y
educacionales. Uno de ellos, es el Programa Andaluz para el control de las especies
exoticas invasoras en lo cual actiia como centro receptor de estas especies.

Experimento 1. Para el estudio de la cicatrizacidon por segunda intencidn se utilizaron
veinticuatro tortugas hembras adultas, con un rango de peso de 450 a 2000 g de la
especie Trachemys scripta elegans (Fig. 2). Todos fueron considerados sanos en base
al examen fisico, el analisis hematoldgico (Fig. 3) y el analisis de flotacion fecal. Las
tortugas fueron identificadas con microchip (Fig. 4 y 5) y se alojaron al aire libre en
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seis patios cerrados (cuatro animales en cada uno) con una superficie de 3 m?; cada
patio incluia una piscina de plastico (900 litros de capacidad). El agua de las piscinas
se cambiaba todos los dias y procedia de la red publica de abastecimiento; los
principales parametros de calidad del agua fueron pH 7,72; nitritos 0,023 mg/L;
amoniaco 0,266 mg/L; aluminio <100ug/L; combinado de cloro 0,86 mg/L; con el
numero de bacterias negativas para Escherichia coli, coliformes y bacterias aerdbicas
a 22°C. La empresa municipal de agua de Cérdoba (EMACSA) realiza controles
microbioldgicos y fisicoquimicos del agua dos veces al mes y publica los resultados en
su pagina web. Todos los animales tuvieron libre acceso a un area de solarium y se
alimentaron ad libitum con una dieta comercial para tortugas acuaticas (Aquatic
Turtle Monster Diet, Zeigler Bros., Inc., Gardners, PA, EEUU).

Después de un periodo de dos semanas de adaptacién, las tortugas fueron asignadas
a dos grupos experimentales de igual tamafio (n=12). El Grupo 1 se utilizd para
evaluar las caracteristicas clinicas, incluida la retraccidon de la herida; el Grupo 2, se
utilizé para el estudio histoldgico de la cicatrizacion, para lo cual tres heridas de
diferentes animales fueron rebiopsiadas a los 2, 7, 14, 21, 28, 42, 60 y 135 dias de
inducir la herida. Ambos grupos de animales fueron expuestos a las variaciones de
temperatura ambiental propias de la época del afio (Grafica 1), y la humedad oscild
entre el 48 y el 55%, propio de la estacion (primavera/verano) en nuestra region
geografica (MacArthur y cols., 2004). Este periodo del afio se consideré adecuado
debido a que las tortugas habian salido de su periodo de hibernaciéon y las condiciones
meteoroldgicas eran dptimas para mantener su metabolismo activado.
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Grafica 1: Registro de las temperaturas ambientales maxima y minima medidas en los terrarios de
tortugas durante el periodo de estudio de 20 de abril hasta 5 de agosto de 2013. (Termdmetro digital
MicrolLite USB data loggers LITE 5032P, Fourtec-Fourrier Technology, EEUU).

Experimento 2. Para la evaluacién del efecto de la aplicacién tépica de insulina
porcina en la cicatrizacién de heridas experimentalmente inducidas se utilizaron 44
tortugas hembras adultas, con un rango de peso de 525 a 2100 g, de la especie
Trachemys scripta elegans. Como se ha indicado anteriormente, se utilizé la misma
metodologia descrita en el experimento anterior para el control sanitario,
identificacion, manejo de los animales, e induccién de la herida y posteriores estudios
clinico e histopatoldgico. Tras el periodo de adaptacidn, los animales fueron asignados
en dos grupos. El Grupo 1, con 24 animales, se utilizd para evaluar las caracteristicas
clinicas de la cicatrizacién incluida la evaluacién de la retraccion de la herida; el Grupo
2, con 20 animales, se utilizé para la evaluacién histolégica. Tras la induccién de la
herida se re-biopsiaron a los 2, 7, 14, 21 y 28 dias; en cada tiempo se tomaron las
muestras de 8 heridas (4 tratadas con insulina y 4 control). El seguimiento fue
realizado durante 28 dias pues los principales cambios ocurren en este periodo y es
un tiempo suficiente largo para poder evaluar los efectos clinicos de cualquier
intervencién terapéutica. Ambos grupos se mantuvieron siempre en las mismas
instalaciones descritas en el experimento 1 y compartieron las mismas condiciones
ambientales (Grafica 2).
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Grafica 2: Registro de las temperaturas ambientales maxima y minima medidas en los terrarios de
tortugas durante el periodo de estudio de 15 de mayo hasta 15 de julio de 2014. (Termdmetro digital
MicroLite USB data loggers LITE 5032P, Fourtec-Fourrier Technology, EEUU).

J Negrini - 2016 41



Cicatrizacion de la piel de quelonios

4.2. Induccion de la herida: biopsia inicial y controles

En los experimentos 1y 2, los animales fueron anestesiados con ketamina 20 mg/Kg
IM (Imalgene® 100 mg/mL, Merial, Barcelona, Espafia) y con detomidina, 0,5 mg/Kg
IM (Domosedan® 10 mg/mL, Lab. Esteve, Barcelona, Espafa) inyectadas
separadamente en las patas delanteras. Sin previa desinfeccidén, se hizo de forma
simétrica una herida de 6 mm de didmetro en la cara dorsal de cada extremidad
trasera utilizando un bisturi circular desechable (Fig. 6). En ambos experimentos, las
heridas del Grupo 2 (Diagramas 1 y 2), para estudio histoldgico de la cicatrizacién
espontdnea y de heridas tratadas, se rebiopsiaron bajo el mismo protocolo de
anestesia general con un bisturi circular desechable de 8 mm de didmetro. Después
de cada procedimiento de biopsia, los animales se alojaron en terrarios individuales a
temperatura ambiente durante aproximadamente 12 horas. La hemorragia de las
heridas fue minima en todas las tortugas y controlada con la presién digital. Tras el
periodo de recuperacion, los animales no mostraron signos de malestar y fueron
devueltos a sus recintos. No se empled anestesia local ni se administraron analgésicos
post-biopsia o antiinflamatorios para evitar que interfiriesen con la cicatrizacion de las
heridas. Todas las muestras de piel obtenidas cuando se realizaron las heridas fueron
fijadas en formaldehido al 10% tamponado durante 16 a 20 horas y procesadas hasta
su inclusién en parafina. Los cortes histolégicos de las biopsias iniciales se utilizaron
como controles internos de la estructura normal de la piel en la zona de las heridas.
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Diagrama 1. Esquematizacién de los animales utilizados en el experimento 1y toma de muestras.
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Diagrama 2. Esquematizacién de los animales utilizados en el experimento 2 y toma de muestras.

4.3. Evaluacion clinica de la cicatrizacion

La evaluacion clinica de curacidn de las heridas y valoracion de la retraccion se llevd a
cabo en 24 heridas (Grupo 1). Las heridas fueron fotografiadas el dia de su induccién
(Fig. 7) y semanalmente hasta el dia 28 después de la induccién (tiempos de control
TO a T4) usando un objetivo macro (Nikon AF-S DX 40 mm). Todas las fotografias se
realizaron colocando una regla milimetrada junto a la herida que sirvié como escala
interna para obviar las variaciones en la distancia de enfoque y para usar como escala
durante la medicién digital de la herida. Con este fin se utilizé un software de andlisis
de imagenes con el que se midieron dos didmetros de cada herida en cada tiempo de
control (Fig. 8) para calcular posteriormente el perimetro de la herida (Analysing
digital imaging, Global System Science, University of California, Berkeley, EEUU,
http://dew.globalsystemsscience.org/software). La retraccién de la herida se valoré
calculando el porcentaje de reduccién del perimetro de la herida en cada tiempo de
control frente al perimetro de la herida inicial (T0O). La medicién digital de las heridas
se hizo durante 4 semanas, hasta el dia 28 posterior a la realizacion de la herida (T4).
Otras medidas, incluyendo el drea y el didmetro también se examinaron y
proporcionaron informacién comparable. Las fotografias fueron valoradas siguiendo
un modelo de un estudio ciego con dos observadores independientes. El coeficiente
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de correlacion entre los observadores fue de 0,98 y 0,97; calculado a partir de 20
medidas repetidas del perimetro y del area de la herida, respectivamente.

En el experimento 2 para evaluar el efecto de la insulina tdpica sobre la cicatrizacion,
se evalué la retraccién de la herida y las caracteristicas macroscopicas de la
cicatrizacion en 48 heridas del Grupo 1 (24 heridas control y 24 heridas tratadas con
insulina) con la misma metodologia aplicada en el proceso de cicatrizacién normal por
segunda intencion.

4.4. Tratamiento tépico con insulina

En el experimento 2, para el tratamiento tépico de las heridas se utilizé insulina
porcina (Caninsulin® 40 Ul/mL, MSD Animal Health, Salamanca, Espafia) a la
concentracién de 5 Ul/mL diluida en glicerol (G5516, Sigma-Aldrich, Inc., Missouri,
EEUU). La primera aplicacion se realizd a las seis horas de la induccidn de la herida y
diariamente durante la primera semana (7 dias de tratamiento). La herida
contralateral recibié sélo glicerol tépico en los mismos tiempos. Después de cada
aplicacion, las tortugas se mantuvieron durante una hora en un terrario sin acceso al
agua.

4.5. Estudio histoldgico

Para el estudio microscépico todas las biopsias fueron fijadas en formaldehido al 10%
tamponado durante 16 a 24 horas; se cortaron en dos mitades y se procesaron para
inclusidn en parafina de acuerdo con los procedimientos histolégicos de rutina. De los
bloques de parafina formados se hicieron cortes de 4 a 5 micrémetros de espesor. Las
secciones fueron tefiidas con hematoxilina y eosina (H&E), acido periddico de Schiff
(PAS), tincion de plata metenamina de Gomori (PAMS), tricromico de Masson (TM) y
tincion de Fraser-Lendrum (FL) para el estudio morfoldgico general, la zona de
membrana basal (ZMB) e identificar con precision el tejido fibroso
proliferacién/remodelacién y exudado de fibrina, respectivamente. Se realizé para
cada tiempo y muestra la evaluacidon microscépica sistematica de la re-epitelizacion y
la formacién de la zona de la membrana basal (ZMB), y los cambios morfoldgicos
durante las fases de inflamacidén, proliferacidn, la progresién y remodelacion del
tejido de granulacion que forma la cicatriz en la zona de la herida (Fig. 9).
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4.6. Estudio inmunohistoquimico

El objetivo del estudio inmunohistoquimico fue valorar si, en la piel de tortuga fijada
en formol y con inclusidon en parafina, se producia reacciéon cruzada con algunos
anticuerpos comerciales utilizados cominmente como marcadores celulares de
células de mamiferos; si resultaran fiables permitiria su uso en el estudio de
patologias de la piel y particularmente para caracterizar diferentes células durante el
proceso de cicatrizacién de las heridas (Fig. 10). Se testé un panel de 15 anticuerpos
monoclonales y policlonales cuyos datos se muestran en la Tabla 1. El estudio fue
realizado en la piel normal de las tortugas, (primeras biopsias realizadas para inducir
las heridas) y también en las biopsias tomadas a diferentes tiempos para el estudio de
las fases del proceso cicatricial. El método inmunohistoquimico usado fué el complejo
avidina-biotina-peroxidasa (ABC) (Perez y cols., 1999). Brevemente, se realizaron
cortes de 4-5 micras que se recogieron en portaobjetos tratados con resina
adherente; se desparafinaron en xilol y se rehidrataron en escala ascendente de
alcoholes. La recuperacion del antigeno se llevé a cabo mediante el pretratamiento de
las secciones con pronasa 0,75% en tampon fosfato salino (PBS) durante 10 min a
temperatura ambiente, o con acido citrico 0,01 M, pH 6 en un horno de microondas
(650 W) durante 2 min, y después a temperatura baja (150 W) durante 5 min; la
eleccién de un pretratamiento u otro se hizo siguiendo las recomendaciones del
fabricante del anticuerpo. De forma sistematica los cortes histoldgicos se lavaron en
PBS 0,01M pH 7,2; entre cada paso de la técnica. La peroxidasa enddgena se inactivd
mediante incubacidn en perdxido de hidréogeno metanol al 3% durante 30 min y la
unién no especifica del anticuerpo secundario fue bloqueada por incubacién con
suero normal de cabra al 10% durante 30 min a temperatura ambiente. Las secciones
fueron incubadas con el anticuerpo primario, bien durante la noche en una cdmara
humidificada a 4°C, o bien durante 3h a temperatura ambiente; a continuacion se
incubd con el anticuerpo secundario (monoclonal de cabra anti-ratéon o policlonal de
cabra anti-conejo, Dako, Glostrup, Dinamarca) a la dilucidn especifica (1:50 o 1:200,
respectivamente) durante 30 min.

Para revelar la inmunorreaccidn se utilizé a continuacién el Complejo Avidina-Biotina-
Peroxidasa (ABC) (Vector Laboratories, Inc, Burlingame, CA, EEUU), durante 60 min a
temperatura ambiente y en camara oscura. Posteriormente el cromégeno utilizado
fue Vector® Novared (Vector Laboratories, Inc). Los portaobjetos se tifieron con
hematoxilina, se deshidrataron y se procedidé al montaje con cubreobjetos utilizando
el medio conservante y adhesivo EUKITT® (Sigma-Aldrich Co, Alemania). La positividad
de la inmunorreaccion se demostré como una tincion marrén, difusa o granular,
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intracitoplasmadtica o la membrana plasmatica en las células que expresan el

antigeno. Como control positivo se utilizaron piel normal y nddulos linfaticos de

perros. Para los controles negativos se incubd con el diluyente de anticuerpos en

lugar de los anticuerpos primarios.

Tabla 1: Panel de anticuerpos y procedimientos utilizados para el estudio inmunohistoquimico en la piel
de tortugas de la especie Trachemys scripta elegans.

Anticuerpo Clon Especificidad Tratamiento Dilucién Incubacion
Citoqueratinas * AE1/AE3 Epitelio  simple 'y Pronasa 1:100 18 horasa 4°C
estratificado
CK5/6 * D5/16B4 Citoqueratinas 5y 6 Pronasa 1:50 18 horas a 4°C
Anti-human MNF 116 Células epiteliales Citrato 1:50 18 horasa 4°C
cytokeratin *
Desmina * D33 Células musculares  Citrato 1:50 18 horasa 4°C
lisas y estriadas
Vimentina * Vim 3B4 Células Citrato 1:100 18 horasa 4°C
mesenquimales
NCL-MSA § HHF 35 Musculo liso Pronasa 1:200 18 horasa 4°C
Factor VIII * Policlonal Células endoteliales Citrato 1:100 3 horas a
temperatura
ambiente
Lisozima * Policlonal Lisozima Pronasa 1:200 3 horas a
temperatura
ambiente
Myeloid/ MAC 387 Macréfagos/ Pronasa 1:100 3 horas a
Histiocyte Antigen histiocitos temperatura
* ambiente
a-1 antitripsina* Policlonal Leucocitos Citrato 1:75 18 horasa 4°C
polimorfonucleares,
monocitos
CD3 § LN 10 Linfocitos Pronasa 1:200 3 horas a
temperatura
ambiente
CD14¥ CAM36A Macréfagos Citrato 1:50 18 horasa 4°C
CD21¥ GB25A Células dendriticas  Citrato 1:50 18 horasa 4°C
foliculares y células B
maduras
CD31* JC70A Células Citrato 1:20 18 horasa 4°C
endoteliales/vasos
sanguineos
CD 68 § 514H12 Macréfagos Citrato 1:100 18 horasa 4°C

*Dako, Glostrup, Dinamarca; § Leika Biosystems, Milton Keynes, Reino Unido;

¥ Monoclonal Antibody Center, Washington State University, EEUU.
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4.7. Analisis morfométrico

El estudio morfométrico se realizé para valorar la evolucién de la respuesta
inflamatoria en las diferentes fases del proceso de cicatrizacidon y poder disponer con
ello de un patrén de referencia cuando los animales se encuentran en condiciones
ambientales con variaciones de la temperatura propias de la época del afio.

Experimento 1. Para el andlisis morfométrico de la cicatrizacién normal, se utilizaron
tres cortes histoldgicos, no seriados, tefiidos con H&E de cada una de las tres biopsias
de las heridas tomadas a los 2, 7, 14, 21, 28, 42 y 60 dias post-induccion de la herida.
Aunque el seguimiento de la cicatrizacidn se realizd en este estudio hasta los 135 dias,
el analisis morfométrico no se considerd relevante ya que en ese el tejido de
reparacion se compone, basicamente, de los fibroblastos. De cada seccién, se
fotografiaron tres campos de gran aumento (400X) en los bordes laterales y el lecho
de la herida; para cada punto de control, células inflamatorias (heterdfilos,
macrdéfagos, linfocitos y fibroblastos) fueron anotados por dos observadores (Fig. 11).
La presencia de colonias bacterianas en la corteza fue registrada. El analisis
morfométrico se realizé con el software “Image Pro Plus 4.0" (Media Cybernetics,
Silver Spring, MD, EEUU).

Experimento 2. Para el andlisis morfométrico de la cicatrizacion de heridas tratadas
con insulina tépica se emplearon tres cortes histoldgicos no seriados, (H&E) de cada
una de las biopsias (cuatro tratadas y cuatro control) a los 2, 7, 14, 21 y 28 dias post-
induccion de la herida. Los mismos procedimientos descritos anteriormente en el
experimento 1 fueron aplicados en estos grupos.

4.8. Analisis estadistico

La normalidad de la distribucion de las variables en todas las columnas de datos se
analizd mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov. Como la medida de los
recuentos de células no se distribuyeron normalmente se utilizé para su comparacién
el test no paramétrico de Kruskal-Wallis seguido de una prueba de Dunn para
comparaciones multiples del nimero de heterdfilos, macréfagos, linfocitos y
fibroblastos en cada tiempo de control enfrentando todos los pares de columnas
dentro de un mismo tipo celular. Un valor de P <0,05 se considerd significativo. Se
utilizé la prueba de Grubbs para detectar valores atipicos (outliers) significativos. El
tamafio de la muestra necesario para detectar como significativas diferencias > 25%
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en el porcentaje de reduccion de la herida se calculé mediante el software StatMate
2.0; El resto de calculos estadisticos se realizaron utilizando el software Prism 5.04
para Windows (GraphPad Software Inc, San Diego, CA, EEUU).

4.9, Cuestiones éticas

Todos los procedimientos experimentales se llevaron a cabo de acuerdo con las
directrices europeas para el uso y cuidado de los animales de laboratorio y fueron
aprobadas por el Comité de Etica Animal de la Universidad de Cérdoba, Espafia,
documento en anexo (referencia 2168 /2013.03.21).
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Figura 1. Vista general del recinto de las tortugas en el Zooldgico de Cérdoba. Figura 2. Trachemys scripta
elegans, la presencia de una mancha roja a cada lado de la cabeza es una de las caracteristicas de esta
subespecie. Figura 3. Para el analisis hematoldgico se utilizé la sangre del seno subcaparacial. Figura 4.
Implantacion del microchip en la cavidad celomica posterior derecha. Figura 5. Identificacién de las
tortugas con el lector del microchip.
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Figura 6. Biopsia inicial realizada en el miembro posterior con bisturi circular de 6 mm de didametro.
Figura 7. Fotografia con regla de la biopsia en el tiempo TO para medir su perimetro. Figura 8. Imagen de
la pantalla del programa “Analysing digital imaging” utilizado para verificar el perimetro y el area de las
heridas. Figura 9. En cada tiempo si fotografiaron los bordes y el lecho de cada herida para el estudio
histoldgico. Figura 10. Inmunorreaccidén positiva frente el anticuerpo AE1/AE3 en los queratinocitos
utilizando el método ABC. Figura 11. Fotomicrografia con aplicacidn del programa “Image Pro Plus 4.0”

utilizado para el estudio morfométrico.
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5. Resultados

5. Resultados

5.1. Estudio de la cicatrizacion por segunda intencidn.

5.1.1. Evaluacion clinica

El comportamiento y la condicidn fisica general de los animales no se vieron afectados
por las heridas inducidas ni por el procedimiento del disefio experimental. La
utilizacion del bisturi circular para la creacién de las heridas cutdneas es un método
rapido y seguro, que produce una exposicion superficial del tejido subcutaneo y del
musculo esquelético. Este método fue seleccionado para describir la curacién por
segunda intencion en la piel de tortugas porque el modelo es minimamente invasivo,
técnicamente sencillo, reproducible, facil de seguir con el tiempo y se ha utilizado
anteriormente en diversas especies, incluyendo reptiles (Smith y Barker, 1988; French
y cols., 2006; Hom y cols., 2007). Clinicamente, la variable principal evaluada fue la
tasa de contraccion de la herida porque se trata de una variable numérica adecuada
para evaluar la eficacia del tratamiento y que cambia mas rapidamente durante las
primeras semanas de cicatrizacion; esto permite apreciar las diferencias mas
rapidamente y disefiar ensayos terapéuticos mas cortos (Fig. 12).

Inmediatamente después de la realizacidon de la herida, la zona estaba cubierta con
liguido seroso o seroso-hemorragico; las hemorragias eran raras y facilmente
controladas con presién digital. Después de 7 dias las costras eran finas y translucidas
y no rellenaban el defecto de la piel de manera que los bordes de la herida aparecian
elevados. Una vez que el lecho de la herida ya estaba cubierto por el material que
formaba la costra, ésta se caracterizé por estar deprimida en el centro y por tener
poca consistencia de forma que con frecuencia se formaban anchas fisuras
transversales. Las costras eran blanquecinas especialmente en sus centros, pero
también presentaban zonas rojizas que correspondian a restos hemorragicos,
especialmente cerca de los bordes de la herida. En algunas heridas, las costras
presentaban un aspecto humedo con una superficie friable y muy irregular. En varias
heridas las costras tenian un aspecto mas seco y una superficie mas lisa, oscura y de
color rojizo debido a la hemorragia posterior a la biopsia (Fig. 12).
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Después de 14 dias, todas las heridas estaban cubiertas por costras completas con
aspecto variable. Algunas de las costras eran de color amarillo oscuro, seco, con una
superficie regular y bien adheridas a los bordes de la herida, pero en la mayoria de las
heridas, las costras eran de color blanquecino, humedo, con una textura friable
edematosa. La superficie era irregular y tenia una fisura central. En general, las
costras eran mads gruesas que 7 dias antes y de mayor espesor de modo que
rellenaban progresivamente el lecho de la herida, reduciendo la profundidad de la
herida (Fig. 12).

La cicatrizacion de las heridas, después de 21 dias, avanzaba lentamente y sin cambios
significativos en comparacion con la semana anterior. Todas las heridas
permanecieron cubiertas por costras que eran mas gruesos y de color mas claro. La
adherencia y la consistencia de las costras seguian siendo similares, pero tenian una
superficie mas irregular y todavia se veian friables, con restos de la costra
desprendidos en superficie y con amplias fisuras que exponian el lecho de la herida.
La mayoria de las costras se volvié de color amarillo claro (Fig. 12).

A los 28 dias, todas las costras mostraban caracteristicas mas homogéneas que en los
controles anteriores. En general, la superficie de la costra era ahora mas irregular, con
un aspecto humedo, casi mucoide y el color predominante en casi todas las heridas
era el amarillo claro. La mayoria de las costras estaban ahora alineadas con los bordes
de la herida y se veian menos firmes y gruesas (Figs. 12 y 13).

La contraccién de la herida fue lenta y muy heterogénea entre los animales; mientras
que algunas heridas tenian un tamafio equivalente al 68,76% del valor basal después
de una semana, en el tamafo que otros habian aumentado a 116,4% en comparacion
con la herida inicial. Después de 28 dias el tamaifo medio de las heridas fue sdlo
ligeramente inferior a la inicial con un tamafio medio respecto al perimetro inicial del
91,41% (Tabla 2). Este valor representa una reduccién media de la herida después de
28 dias de solo 8,59% (Grafica 3). A pesar de esta contraccién lenta de las heridas, la
cicatrizacion de las heridas progresaba de manera uniforme en todos los animales. El
tiempo necesario para que las costras se desprendieran de forma espontdnea fue
variable pero en todos los animales fue superior a seis semanas. Una vez desprendida
de la costra y cicatrizada la herida, la piel aparecia despigmentada, ligeramente
deprimida y sin haber desarrollado por completo las reticulaciones o escudos tipicos
de la piel blanda en las tortugas.
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Tabla 2. Estadistica descriptiva de tamafio de las heridas, expresada como porcentaje de la circunferencia
inicial de la herida. El tamafio de la herida se registré semanalmente durante 4 semanas.

T1 T2 T3 T4
Numero de muestras 24 24 24 24
Media 93,24 87,84 88,64 91,41
Desviacion tipica 11,98 12,45 17,75 19,42
Error estandar 2,445 2,542 3,623 3,964
Minimo 68,76 59,96 56,05 52,56
Limite inferior 84,09 78,66 74,43 74,37
Mediana 96,44 87,79 88,27 99,98
Limite superior 101 98,01 102,1 104,4
Maéximo 116,4 113,2 124,6 132,1
Cuartil inferior 88,18 82,58 81,15 83,21
Cuartil superior 98,3 93,1 96,13 99,61

Retraccién de la herida
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Grafica 3: Evolucion clinica de la contraccidn de la herida en la cicatrizacion por segunda intencion.

5.1.2. Resultados microscopicos

5.1.2.1. Caracteristicas de la piel normal en la zona biopsiada

Las 48 biopsias iniciales de los Grupos 1 y 2 se evaluaron histolégicamente para
conocer la estructura precisa en esa regidn y usarlas como controles internos. La piel
de la zona dorsal de las extremidades posteriores se caracteriza por tener una
epidermis regular, moderadamente gruesa y descansa en una fina dermis (Fig. 14). La
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union dermo-epidérmica era lisa y la ZMB corria paralela a la superficie de la piel
(Figs. 14-17). La epidermis consistia en alrededor de 12-25 capas de queratinocitos
diferenciadas en tres estratos: el estrato germinativo (una capa), estrato espinoso o
suprabasal (4-10 capas) y el estrato corneo (8-16 capas) (Figs. 16 y 17). La dermis, muy
pobre en células, estaba compuesta principalmente por gruesas bandas de colageno
dispuestas regularmente en paralelo a la superficie de la epidermis y embebidas en
escasa sustancia fundamental. Los fibroblastos eran escasos y dispersos en las bandas
de coldgeno (Figs. 14-16). Cuando estaban presentes, las células mononucleares
linfoides eran escasas y no se observaron histiocitos. Los melanocitos se presentaban
en numero variable de acuerdo con el patrén de pigmentacion de cada tortuga y pero
siempre localizados en la dermis exterior, alrededor de los vasos dérmicos asi como
dentro de la capa basal de la epidermis (Figs. 15-17). La unién dermo-epidérmica se
definié por una ZMB poco visible cuando las muestras se tifieron con H&E; sin
embargo, era visible como una banda homogénea o acidéfila fibrilar débil usando
PAS, y de color marrén-negruzco usando tincion de plata metenamina (Fig. 17). Una
delicada, y a menudo poco visible, red de capilares y pequefias arteriolas aparecia
dispuesta en la dermis superficial y profunda, paralela a la epidermis. La red linfatica
también presentaba un aspecto similar a modo de una delicada red de vasos con
paredes delgadas y lUmenes anchos e irregulares. Los linfaticos se localizaban cerca
de la red de vasos sanguineos; el tejido subcutaneo era delgado y compuesto por un
escaso numero de fibrocitos y fibras de colageno (Fig. 14).

5.1.2.2. Caracteristicas histolodgicas de la cicatrizacion

A los dos dias de inducir las heridas, microscépicamente se observaba la superficie
cubierta por una fina capa de exudado compuesto por plasma, fibrina, numerosos
heterdfilos intactos o degenerados, eritrocitos y algunos restos de células (Figs. 20-
22). En los margenes, los extremos libres de las fibras de colageno aparecian
degenerados e infiltrados por escaso o moderado exudado sero-fibrinoso, heterdfilos
a menudo desgranulados, y macréfagos ocasionales que definian una delgada banda
de reaccidn entre la dermis mas profunda y la superficie (Figs. 20-22). En la dermis y la
hipodermis perilesional, los principales cambios morfoldgicos fueron hiperemia aguda
moderada, edema intersticial discreto y prominentes manguitos perivasculares de
heterdfilos y escaso o moderado numero de linfocitos pequeiios (Fig. 23). Los
gueratinocitos basales situados mas proximos a los bordes de la herida mostraron
cambios proliferativos discretos pero la reepitelizacion no se apreciaba
morfolégicamente en este momento del proceso de cicatrizacidn; la ZMB aparecia sin
cambios en el borde de la herida (Figs. 20 y 21).
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A los 7 dias, las heridas presentaban la superficie completamente cubierta por una
costra serosa-celular compuesta por un exudado acidéfilo denso formado por plasma,
fibrina y numerosos heteréfilos degenerados o intactos, asi como eritrocitos y restos
celulares (Fig. 24); asimismo, se observaron los fragmentos degenerados de fibras de
colageno engullidos en las caras laterales de las costras. Un numero variable de
colonias de bacterias de morfologia cocoide (Gram +) estaban presentes en la
superficie de las costras sin afectar a los tejidos. Gran parte de los margenes laterales
de las heridas estaban ahora cubiertos por una delgada epidermis neo-formada, con
una caracteristica forma de cufia (Fig. 24) y donde se distinguen los queratinocitos
basales y suprabasales (2 a 10 capas de espesor); con el anticuerpo AE1/AE3 los
nuevos queratinocitos reaccionan intensamente, lo que permitié reconocer y valorar
mejor el grado de reepitelizacién de las heridas bajo las costras (Fig. 25). En este
tiempo de control, el lecho permanecia sin reepitelizacidon cubierto por abundante
exudado inflamatorio compuesto por plasma, numerosos heterdfilos, algunos
macréfagos y escasos fibroblastos o angioblastos (Fig. 26). En los laterales re-
epitelizados, la ZMB aparecia mal definida, a modo de banda fina e intermitente con
restos de exudado y heterdfilos y se habia desprendido de la dermis subyacente en
dos de las tres heridas. Curiosamente, observamos a menudo heterdfilos situados
justo debajo de los queratinocitos basales de la nueva epidermis donde la ZMB se
estaba formando y estrechamente relacionados con fibroblastos activos (Fig. 27). Las
zonas mas profundas de la dermis presentaba un infiltrado con plasma abundante,
heterdfilos, macréfagos y algunos linfocitos pequefios.

A los 14 dias de inducir la herida, la superficie de la herida seguia cubierta por una
costra similar a la descrita a los 7 dias. La reepitelizacidn era completa en dos heridas
pero en una biopsia la zona del lecho de la herida permanecia sin cubrir. La nueva
epidermis era mas gruesa (8-12 capas) que a los 7 dias y el estrato basal y espinoso
estaban bien diferenciados (Fig. 28), aunque el estrato cérneo era poco visible
especialmente en el lecho de la herida (Fig. 29). En este tiempo de control, la ZMB era
mas regular en los bordes superiores respecto del lecho de la herida, y en dos
animales la epidermis se desprendid de la dermis en zonas profundas (Figs. 28 y 29);
al igual que a los dias 7, numerosos heterofilos aparecian estrechamente relacionados
con los queratinocitos basales de la nueva epidermis en la ZMB. El exudado
inflamatorio y serofibrinoso persistia y el tejido de granulacién era escaso con pocos
macréfagos y fibroblastos; se observaron algunos angioblastos y yemas vasculares
sobre todo en el lecho de |a herida. El infiltrado de linfocitos era mas abundante en la
dermis perilesional alrededor de pequefias arteriolas que en la zona de lesién.
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A los 21 dias, la superficie de la herida estaba cubierta por una costra con abundantes
restos celulares. La reepitelizacion se habia completado y la nueva epidermis aparecia
normal o con variable grado de hiperplasia en las heridas de las diferentes tortugas. El
tejido de granulacién era mas abundante con escasas fibras de coldgeno y abundante
matriz extracelular (Fig. 30) y el exudado inflamatorio ha disminuido en la mayoria de
lesiones; la uniéon dermo-epidérmica estaba mads diferenciada en los bordes
superiores, aunque la membrana basal no es completamente idéntica a la de piel
normal (Fig. 31); se observaron desprendimientos especialmente en zonas mas
internas y en el lecho (Fig. 30). En este tiempo de control de la cicatrizacion se
observé proliferacion de algunos melanocitos en los margenes laterales de las
heridas.

A los 28 dias, la superficie de las heridas estaba aun cubierta por costras densas
compuestas principalmente de restos celulares. Ocasionalmente se observaron
algunas colonias bacterianas cocaceas (Gram +) restringidas a la zona de la costra. En
este momento de la cicatrizacidn, la nueva epidermis (con mas de 15 capas de grosor)
mostraba los 3 estratos definidos (Figs. 32 y 34) y en alguna herida se observé
hiperplasia focal discreta a moderada. El tejido de granulacidn era predominante en la
herida con numerosos fibroblastos activos, angioblastos (Figs. 33 y 34), y menor
numero de macréfagos y heterdfilos aunque en una de las heridas se mantenia con
caracteristicas similares al dia 21 de cicatrizacidon y el exudado inflamatorio era
todavia abundante (Figs. 36 y 37). La cantidad de fibras de colageno era variable se
disponia con frecuencia de forma desorganizada; no obstante, en los bordes laterales
y algunas zonas del lecho, los haces de fibras de coldgeno tendian a estar dispuestas
en paralelo a la epidermis (Fig. 33). La repigmentacién todavia era escasa y
progresaba desde los bordes laterales hacia el centro.

A los 42 dias, ya no se observaba la costra sobre la epidermis regenerada que tenia
una estructura morfoldgica igual a la de la epidermis normal (Fig. 38). Bajo la
epidermis, el tejido de granulacion era mucho mas maduro con abundantes
fibroblastos y fibras de coldgeno y yemas. La remodelacién del nuevo tejido conectivo
estaba mas avanzada y progresaba desde los bordes laterales hasta el lecho de la
herida (Fig. 38). No obstante, en este tiempo de cicatrizacién (seis semanas de la
induccidn de la herida) todavia estaban presentes zonas con tejido de granulacidn con
fibroblastos activos, yemas vasculares e infiltrado de macréfagos y linfocitos en el
lecho de la herida (Fig. 39), lo que demostraba que no se habia logrado la curacién
total. La repigmentacidn estaba mas avanzada también, tanto en la epidermis como
en la dermis.
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A los 60 dias de inducir la herida, la epidermis era morfolégicamente normal o
moderadamente hiperplasica. La dermis se habia restituido completamente por el
nuevo tejido conectivo, en su mayor parte ya remodelado (Fig. 40). El nimero de
fibroblastos disminuyd en relacidn con el control anterior y las fibras de coldageno se
disponian con frecuencia paralelas a la epidermis. Sin embargo, el tejido regenerado
todavia no es tan denso como en la dermis normal adyacente. Focalmente todavia se
encontraron células mononucleares y yemas vasculares maduras. La ZMB estaba bien
definida y morfolégicamente mostrd un patrdn regular finamente fibrilar similar al de
la piel normal (Fig. 41).

A los 135 dias, la epidermis presentaba todos sus estratos bien definidos y la ZMB era
morfolégicamente normal. El cambio principal fue la avanzada remodelacion del
nuevo tejido conectivo. Los haces de coldgeno eran mas gruesos que en las etapas
anteriores, mas similares a los de la piel normal, pero todavia no idénticos, por lo que
se podia diferenciar bien la zona de cicatriz (Figs. 42 y 43).

5.1.2.3. Resultados inmunohistoquimicos

Del panel de anticuerpos testados en la piel normal y durante la cicatrizacion, los Acs
AE1/AE3, Factor VIIl, MAC 387, CD3, NCL-MSA, desmina y lisozima mostraron
reactividad cruzada en las tortugas (Tabla 3), al reaccionar con las células y tejidos que
pueden expresar los antigenos equivalentes para los que han sido desarrollados de las
células humanas y que se utilizan por su reactividad cruzada con los tejidos de
diferentes vertebrados como el perro, gato, conejo, ratén y también en aves. Asi,
AE1/AE3 mostrd una reaccidn citoplasmatica, de patrdn difuso, intensa a moderada
en los queratinocitos basales y suprabasales tanto en la epidermis normal como en la
epidermis regenerada; el estrato corneo no mostro reaccion (Figs. 18, 25 y 34). El Ac
Factor VIIl mostré inmunorreaccion citoplasmatica granular y/o difusa, de intensidad
moderada en las células endoteliales y algunas células de morfologia fusiforme del
tejido de granulacion; también se observd reaccion moderada a intensa con la
membrana citoplasmatica de los eritrocitos. Con el Ac MAC 387 se observé
inmunoreactividad citoplasmatica difusa de moderada a o intensa con numerosos
macréfagos del exudado inflamatorio (Fig. 36); algunas células fusiformes
(fibroblasticas) y células endoteliales del tejido de granulacién también reaccionaron
con este anticuerpo. El Ac anti CD3 mostré tincion de membrana plasmatica de
numerosos linfocitos pequefios, intensa o moderada, en el exudado inflamatorio (Fig.
37). Con el anticuerpo NCL-MSA, se observé inmunoreaccién granular citoplasmdtica
moderada o débil en células fusiformes (como angioblastos o fibroblastos), células
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endoteliales y fibras musculares lisas de los vasos (Fig. 19). El Ac anti desmina
reacciond con fibras musculares lisas de los vasos. Finalmente el Ac anti lisozima
reacciond con células del exudado inflamatorio de morfologia fibroblastica,
macrofagica y también con células endoteliales del tejido de granulacién.

Tabla 3: Resultados de los estudios inmunohistoquimicos realizados en la piel de tortugas.

Anticuerpo Observaciones Resultados

Citoqueratinas Reaccidn citoplasmatica media a intensa en extracto +++

(AE1/AE3) basal e espinoso.

CK5/6 Inmunoreaccion negativa -

Anti-human cytokeratin Inmunoreaccidn negativa -

(MNF 116)

CcD3 Reaccidn en linfocitos, fibroblastos y células endoteliales ++
en el tejido de granulacion

Ch 14 Inmunoreaccidn negativa -

CDh 21 Inmunoreaccidn negativa -

CD31 Escasa reaccion en células fusiformes en tejido de -
granulacion.

CD 68 Reaccién débil -
Reaccidn en plasma y restos necroticos

Desmina Inmunoreaccion moderada en fibra muscular lisa ++

NCL-MSA Inmunoreaccion, preferentemente, granular +++
citoplasmatica de fibroblastos y angioblastos

Vimentina Inmunoreaccién negativa -
Tincidn inespecifica de costra

Factor VIII Inmunoreaccién intensa granular y difusa citoplasmatica +++

Células endoteliales (++/+++)
Células fusiformes (++/+++)
Gldbulos rojos /reaccion de membrana (++/+++)

Lisozima Reaccién citoplasmatica en células de morfologia +++
fibroblastica ( +/++)
Reaccidon con patrén granular en endotelio vascular

(+4/++4)
Myeloid/ Histiocyte Inmunoreaccion intensa difusa citoplasmatica +++
Antigen Células endoteliales( ++/+++)

Células fibroblasticas (+/++)
Macrofagos (++/+++)

a-1 antitripsina Reaccidn débil en células macrofagicas. -
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5.1.2.4. Analisis morfométrico

La evolucidon de las subpoblaciones de células inflamatorias desde los dias 2 a 60 no
siguié una trayectoria similar en todos los tipos celulares (Grafica 4). El nimero de
heterdfilos alcanzé su valor medio mas alto en el control del dia 2, 42,8 + 17,99
células/HMF (media + SD), para mas tarde disminuir de manera constante a lo largo
de los siguientes controles. La reduccidn fue estadisticamente significativa (P <0,01)
en el dia 14 (11,27 + 8,81 células/HMF). Existié gran variabilidad entre los diferentes
animales, como indica la alta desviacidn estandar de la distribucién. En contraste con
la curva de heterdfilos, el nUmero medio de linfocitos fue menor en el dia 2 y alcanzé
su punto maximo en el dia 14 (9,06 + 10,27). La dispersion de los datos también fue
muy alta y comparando los valores medios para cada control, se observaron
diferencias estadisticamente significativas entre los controles de 2 y 60 dias (P <0,05).
Los recuentos de macréfagos fueron muy estables desde el dia 2 (5,47 + 2,92
células/HMF) hasta el dia 42 (5,06 + 2,84 células/HMF), y esta baja variabilidad se
aprecia graficamente por dibujar sus recuentos medios una curva plana a lo largo del
estudio. Al igual que en el recuento de linfocitos, las diferencias, respecto al dia 2,
fueron estadisticamente significativas el dia 60 (P <0,001). Por ultimo, el nimero de
fibroblastos aumenté lentamente desde el dia 2 (2,33 + 1,58 células/HMF) hasta el dia
60 (30,0 + 9,08 células/HMF), y las diferencias fueron estadisticamente significativas
en el dia 28 (P <0,001).
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Grafica 4: La media de los recuentos de células inflamatorias en cada punto de tiempo de 2 a 60 dias
después de la creacién de la herida. Las barras verticales representan la desviacion estandar. Diferencias
estadisticamente significativas a partir del dia 2:* P<0,05; ** P<0,01; *** P<0,001 (prueba de Kruskal-
Wallis con la prueba de comparacion mdltiple de Dunn).
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5.2. Estudio de la aplicacion topica de insulina porcina.
5.2.1. Evaluacién clinica
El comportamiento y la condicidn fisica general de los animales no se vieron afectados

por las heridas o cualquier otro procedimiento del disefio experimental. No hubo
diferencias significativas (P=0,715) que indicaran un aumento de peso antes y

después del estudio tanto en el grupo de estudio clinico (Tabla 4) como en el grupo

para estudio histolédgico (Tabla 5).

Tabla 4: Comparativo entre los pesos iniciales y finales, en gramos, de las tortugas del grupo
de estudio clinico.

Microchip Peso inicial Peso Final Diferencia
1 11170 1773 1798 25
2 11176 1336 1338 2
3 11197 1188 1179 -9
4 86556 1355 1378 23
5 11155 1215 1238 18
6 11195 686 710 24
7 11192 915 923 8
8 86557 925 932 8
9 86558 1108 1120 12
10 86559 1174 1168 -6
11 86560 1207 1229 22
12 11190 993 1002 9
13 11173 1140 1168 28
14 11175 893 915 22
15 11177 886 913 27
16 11191 457 460 3
17 11189 388 379 -9
18 11186 1409 1413 4
19 11188 1296 1322 26
20 11171 1215 1240 25
21 11178 1007 1018 11
22 11179 586 581 -5
23 11198 646 640 -6
24 11196 458 475 17
Media (desviacion tipica) 11,8 (12,75)
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Tabla 5: Comparativo entre los pesos iniciales y finales, en gramos, de las tortugas del grupo
de estudio histoldgico.

Microchip Peso inicial Peso final Diferencia
1 86570 1125 1144 19
2 86571 1287 1312 25
3 86572 958 974 16
4 86573 749 772 23
5 86574 823 841 18
6 86575 469 485 16
7 86576 698 692 -6
8 86577 1058 1075 17
9 86578 583 592 9
10 86579 625 621 -4
11 86580 1825 1836 11
12 86581 1518 1539 21
13 86582 1565 1558 -7
14 86583 2012 2023 11
15 86584 1769 1781 12
16 86585 1596 1614 18
17 86586 1308 1303 -5
18 86587 1582 1597 15
19 86588 1647 1653 6
20 86589 1602 1611 9
Media (desviacion tipica) 11,2 (9,82)

El procedimiento de biopsia produjo heridas circulares bien delimitadas exponiendo el
tejido subcutdneo y el musculo esquelético superficial. Inmediatamente después de
realizar la herida, la zona estaba cubierta gradualmente con liquido seroso o sero-
hemorragico, pero fueron poco frecuentes las hemorragias. La aplicacidon de insulina
diluida en glicerol se caracterizé por la formacion de una pelicula lisa, resistente al
agua, unida a los bordes de la herida (Fig. 44).

En el grupo de tratamiento, las heridas se cubrieron rapidamente por una costra que
persistio a lo largo de los 28 dias de observacién; ademas las caracteristicas
macroscopicas de estas costras eran claramente diferentes al grupo control. En las
heridas de control, las costras se caracterizaban por un color mas claro y una
superficie mas irregular; aunque las costras cubrian toda el area de la herida, la
mayoria de ellas tenian fisuras que dejaban expuesto el lecho de la herida. Ademas,
las costras de las heridas de control se hizo cada vez mas humeda y en el dia 28
presentan una textura mucoide. Por el contrario, las heridas tratadas con insulina se
caracterizaron por un color mas oscuro, una superficie mas regular, y una mayor
consistencia que se hacia evidente por la ausencia de fisuras o grietas en el espesor
de la costra, que eran comunes en las heridas de control. En el dia 28 las costras no
habian desarrollado la textura mucosa observada en las heridas de control.
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La retraccion media de la herida, estimada por el porcentaje de reduccion del
perimetro de la herida inicial, fue mayor en las heridas tratadas con insulina en todos
los puntos de control (Grafica 5). En los dias 7 y 14, la retraccion de la herida fue
similar en ambos grupos y también parecia avanzar con un ritmo similar, pero
después de esta fase inicial, las heridas de control revirtieron esta tendencia en el dia
21 y su tamano aumentd ligeramente mientras que en el grupos de heridas tratadas
con insulina se produjo el fenédmeno contrario y la retraccién progresé mas
rapidamente, con una pendiente descendente mas pronunciada, de manera que al
dia 28, cuando el tamafio medio de la herida en el grupo control y en grupo de
heridas tratadas con insulina eran 91,41% y 67,15%, respectivamente. En este
momento, la retraccién de las heridas tratadas fue significativamente mayor (P
<0,0001) (Tabla 6).
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Grafica 5: Evolucién de la retraccion de la herida durante los primeros 28 dias después de la lesion inicial
en los grupos tratados con insulina y el control. Cada punto representa el tamafio medio de la herida y se
expresa como un porcentaje de la circunferencia inicial de la herida. Las barras verticales representan el
error estandar de la media. Diferencias estadisticamente significativas *** P<0,001 (prueba t no
pareada).
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Tabla 6. Estadistica descriptiva de tamafio de las heridas tratadas con insulina tépica y control,
expresadas como porcentaje de la circunferencia inicial de la herida. El tamafio de la herida se registro
semanalmente durante 4 semanas.

7 dias (T1) 14 dias (T2) 21 dias (T3) 28 dias (T4)
Control Insulina Control Insulina Control Insulina Control Insulina

Numero de muestras 24 24 24 24 24 24 24 24
Media 93,24 87,66 87,84 83,19 88,64 78,93 91,41 67,15
Desviacion tipica 11,98 15,76 12,45 15,16 17,75 16,63 19,42 13,89
Error estandar 2,445 3,217 2,542 3,095 3,623 3,395 3,964 2,835
Limite inferior 88,18 81,01 82,58 76,79 81,15 71,90 83,21 61,28
Limite superior 98,30 94,32 93,10 89,59 96,13 85,95 99,61 73,01
Minimo 68,76 65,02 59,96 62,42 56,05 57,48 52,56 39,95
Cuartil inferior 84,09 75,46 78,66 72,32 74,43 67,01 74,37 54,94
Mediana 96,44 84,13 87,79 80,17 88,27 77,12 99,98 65,48
Cuartil superior 101,0 95,64 98,01 89,19 102,1 88,96 104,4 75,60
Maximo 116,4 132,1 113,2 130,5 124,6 119,4 132,1 94,76

5.2.2. Resultados microscopicos

Tras las primeras 48 horas, las heridas tratadas con insulina y los controles mostraban
una apariencia similar; la superficie estaba cubierta por exudado seroso-hemorragico
compuesto por plasma, fibrina, eritrocitos y numerosos heterdfilos (Figs. 45 y 46). En
los bordes, el extremo libre de las fibras de colageno estaba infiltrado por exudado
sero-fibrinoso y por heterdfilos a menudo degranulados en ambos grupos, pero el
numero de macréfagos era mayor en los bordes de la herida del grupo tratado lo que
le daba un aspecto mas definido de demarcaciéon de los bordes (Fig. 47). La reaccion
inflamatoria en la dermis y la hipodermis perilesional fue similar en ambos grupos y
consistiéd en hiperemia moderada, edema y heterdfilos perivasculares prominentes
con un numero escaso de linfocitos.

A los 7 dias, las heridas tratadas con insulina y control mostraban la superficie
cubierta por una costra serosa-celular compuesta por un exudado acidéfilo, denso de
plasma vy fibrina, y con numerosos heterdfilos, eritrocitos y restos celulares. La re-
epitelizacion de los bordes laterales se habia producido de forma similar en ambos
grupos pero la epidermis y la ZMB estaban mejor diferenciadas en las heridas tratadas
(Figs. 49 y 50). La zona del lecho de la herida permanecia cubierta por exudado
inflamatorio y sero-fibrinoso. Las heridas tratadas presentaron mayor nimero de
heterofilos, macrofagos y fibroblastos formando un tejido de granulacién joven en el
grupo tratado respecto a los controles (Figs. 49 y 50).
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A los 14 dias, habia diferencias microscopicas significativas entre las heridas tratadas
con insulina y las heridas control (Figs. 51 y 52). Las heridas tratadas mostraban bajo
la nueva epidermis un abundante tejido de granulacion mas celular y maduro. Con
frecuencia, los fibroblastos activos aparecian dispuestos en paralelo a la superficie en
la ZMB vy estaban bien organizados en comparacion con los controles
correspondientes (Figs. 51 y 52); se observaron desprendimientos de la nueva
epidermis en los grupos control, pero este fendmeno no se observd en las heridas
tratadas. En este tiempo de control, el exudado inflamatorio era abundante tanto en
los bordes laterales como en el lecho de la herida y se caracterizé por una cantidad
moderada de plasma, reduccién en el nimero de heterdfilos, macréfagos y aumento
moderado del numero de linfocitos que era mdas prominente en las zonas
perivasculares. El grupo control mostré numero similar de heterdfilos pero los
macrdéfagos y los fibroblastos fueron menos prominentes en el tejido de granulacién
que en las heridas tratadas (Fig. 53). Por otra parte, morfolégicamente el tejido de
granulacion y la ZMB eran mdas maduros en las heridas tratadas, a pesar de que la re-
epitelizacion era completa en ambos grupos.

Al dia 21, todas las heridas estaban todavia cubiertas por una costra acidéfila con
abundantes restos de células. La nueva epidermis era mas gruesa y diferenciada
ahora y mostraba todos los estratos con un grado variable de hiperplasia en ambos
grupos. No obstante, en el grupo tratado con insulina, la ZMB era mas completa vy el
tejido de granulacion mas maduro, con mayor numero de fibroblastos activos
dispuestos en paralelo a la superficie y cantidad variable de fibras de colageno.

En el dia 28, las heridas tratadas con insulina mostraron un tejido de granulacién mas
abundante y remodelado en toda la herida, compuesto por numerosos fibroblastos
activos que producian fibras de coldageno, organizadas en un patrén que se asemejaba
a la disposicion ordenada caracteristica de la dermis normal (Figs. 54 y 55). En las
heridas control, el tejido de granulacién presentaba una cantidad variable de fibras de
colageno poco remodeladas. En ambos grupos se observd que la cicatrizacion en los
bordes laterales se reparaban antes que el lecho de la herida (Fig. 56). La
repigmentacién fue moderada o abundante, progresando centripetamente desde los
bordes laterales.

5.2.3. Analisis morfométrico

La aplicaciéon tépica de insulina se asocidé con diferencias estadisticamente
significativas, con recuentos medios estadisticamente superiores de heterdfilos,
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macréfagos y fibroblastos, mientras que el recuento de linfocitos fue
estadisticamente inferior a los 28 dias (Grafica 6). En el dia 2, el nimero medio de
heterdfilos era similar en ambos grupos, pero mientras que el grupo control mostré
un rapido descenso durante los siguientes dias, en los grupos de insulina el nimero
de heterdfilos se mantuvo sin cambios durante la primera semana de curacién y las
diferencias en la media de cuentas fueron altamente significativo en el dia 7 (P
<0,0001). Después de esta primera semana, la densidad de heterdfilos evoluciond de
manera similar en ambos grupos.

El efecto de la insulina se acentua especialmente en los recuentos de macréfagos. La
aplicacion de insulina se asocid con un numero significativamente mayor de
macréfagos durante las dos primeras semanas de cicatrizacion de la herida que
alcanzan las mayores diferencias en el tiempo de control de 7 dias (P = 0,0002).
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Grafica 6: La media de los recuentos de células inflamatorias en cada punto de tiempo de 2 a 28 dias
después de la creacién de la herida. Las barras verticales representan la desviacion estandar. Diferencias
estadisticamente significativas a partir del dia 2: * P<0,05; ** P<0,01; *** P<0,001 (prueba de Kruskal-
Wallis con la prueba de comparacion mdltiple de Dunn).
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Figura 12. Evolucidn macroscoépica de las lesiones hasta los 28 dias en 3 animales. La retraccién de la
herida es limitada, la formacidn de costra es lenta en todos los animales y en las 2 primeras tortugas la
costra es poco consistente. A los 28 dias las costras son humedas y mas delgadas.
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Figura 13. Correlacién macro y microscépica de la cicatrizacién en una misma heridaalos 0, 7, 14, 21y
28 dias.
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Figuras 14 a 19. Piel normal de la zona dorsal de las extremidades posteriores de Trachemys scripta
elegans. Figura 14. La epidermis es regular y presenta invaginaciones hacia la dermis que producen el
efecto dptico de escamas. La uniéon dermo-epidérmica es lisa y la dermis esta formada por gruesas
bandas de colagenos dispuestas paralelas a la superficie. Figura 17. La zona de membrana basal discurre
entre los queratinocitos basales y la dermis. Tincién de Gomori PAMS. Figura 18. El anticuerpo AE1/AE3
se expresa de forma intensa y difusa en los queratinocitos basales y suprabasales de la epidermis. Figura
19. NCL-MSA reacciona con las fibras lisas de los vasos y fibroblastos-fibroangioblastos. Método ABC.
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Figuras 20 y 21. Cicatrizacién a los 2 dias de induccién de las heridas. Los bordes laterales estan
demarcados por una banda de exudado serofibrinoso, eritrocitos y heterdfilos. H&E. Las porciones libres
de las fibras de colageno aparecen embebidas por el exudado y forman parte de la costra incipiente
Tricromico de Masson. Figura 22. Lecho de la herida con el exudado celular y plasmético formando la
costra incipiente. Figura 23. En los margenes de la lesidn se presenta un infiltrado perivascular de
heterdfilos y algunos linfocitos pequefios. H&E. Figura 24. Cicatrizacion a los 7 dias de induccién de la
herida. El nuevo epitelio cubre el lateral de las heridas. Figura 25. Con el anticuerpo AE1/AE3 se aprecian
el avance de los queratinocitos cubriendo la superficie entre el exudado de la dermis y la costra. Método
ABC.
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Figura 26. Cicatrizacion a los 7 dias de induccién de las heridas. Detalle del borde lateral con numerosos
heterdfilos en la zona de formacién de la membrana basal. H&E. Figura 27. Detalle del lecho a los 7 dias,
sin epitelio y cubierto de abundante exudado plasmatico y celular. Figuras 28 y 29. Cicatrizacion de la
herida a los 14 dias. La epidermis cubre toda la superficie del lecho pero la uniéon dermo-epidérmica es
muy fragil y se desprende durante el procesado de la biopsia. En la figura 29 se observa el margen de una
herida con epidermis bien diferenciada y la zona de membrana basal mas definida (flecha) con exudado
celular y plasmatico. H&E. Figura 30. Cicatrizacion a los 21 dias de inducir la herida. El nuevo epitelio esta
bien diferenciado, sigue cubierto por una costra y el tejido de granulacidon es todavia muy activo en
muchas zonas y se producen desprendimientos (flecha). H&E. Figura. 31. Detalle de la unién dermo-
epidérmica en el borde superior de la herida donde la membrana basal regenerada es fina y escasamente
tefiida respecto a la de la piel no afectada (flecha).Tinciéon de Gomori PAMS.
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Figuras 32 a 37. Cicatrizacién a los 28 dias de induccion de las heridas. Borde lateral. La epidermis tiene
una diferenciacion similar a la epidermis normal adyacente y persiste la costra y tejido de granulacién
activo. H&E. Figura 34. Inmunorreaccion intensa de los queratinocitos basales y suprabasales en el lecho
de la herida. Figura 35. Tejido de granulacidn con abundantes fibroblastos y algunas yemas vasculares.
H&E. Figura 36. Inmunorreaccidon intensa con el anticuerpo MAC 387 de numerosas células
mononucleares, tipo macréfago situadas en el tejido de granulacion del lecho de la herida. Método ABC.
Figura 37. El anticuerpo CD3 muestra intensa inmunoreaccién citoplasmatica con los linfocitos
perivasculares en los margenes de la herida. Método ABC.
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Figura 38. Cicatrizaciéon a los 42 dias de induccidon de las heridas. El tejido de granulacion tiene mayor
cantidad de fibras de coldgeno y yemas vasculares. Tricrémico de Masson. Figura 39. Algunas heridas
todavia presentan zonas de inflamacion y tejido de granulacién activos. Figura 40. Cicatrizacion a los 60
dias de induccion de las heridas. El tejido de granulacidon con mayor cantidad de fibras de colageno esta
en fase de remodelacion y se ha repigmentado la zona regenerada. H&E. Figura 41. La membrana basal
estd bien definida y morfoldégicamente muestra un patrén finamente fibrilar muy cohesionado con los
queratinocitos basales (flecha). Figuras 42 y 43. Cicatrizacion a los 135 dias. La epidermis es
completamente normal y la zona de membrana basal se ha completado (imagen insertada). La
remodelacion del nuevo tejido conectivo estd muy avanzada aunque se aprecian algunas diferencias con
respecto a la dermis normal. H&E y Tricrdmico de Masson.
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Figura 44. Aspecto macroscépico de las heridas tratadas con insulina y control en las tortugas n2 11195y
11190. A la semana de realizar la herida (T1) las heridas tratadas con insulina aparecen mas activas, con
mayores signos de inflamacién. Las costras en las heridas tratadas con insulina son mas oscuras, secas y
con una superficie mas regular. Los bordes de la herida estan mas elevados en las heridas control,
mientras que en las heridas tratadas con insulina el lecho de la herida se eleva antes por una formacion
mas rdpida de tejido de granulacién. La retraccién de la herida fue mayor en las lesiones tratadas con
insulina, pero para valorar en esta imagen la retraccién de la herida es necesario comparar el tamafio
final de cada herida con su tamafio inicial.
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Cicatrizacion en heridas tratadas con insulina y controles. Figuras 45 y 46. A los 2 dias los bordes
laterales (a) y el lecho (b) de la herida estan bien demarcados por una empalizada de heterdfilos, y
exudado sero-fibrinoso (flechas) Figuras 47 y 48. Las heridas tratadas muestra un infiltrado de
macréfagos mucho mas numeroso que los controles. H&E. Figuras 49 y 50. A los 7 de induccion de la
herida la zona re-epitelizada es similar pero en las heridas tratadas (T) la epidermis y la zona de
membrana basal estan mas diferenciadas respecto a los controles (C) (flechas); el exudado inflamatorio
tiene abundantes macrofagos y heterdfilos y el tejido de granulacién es mas abundante con mayor
cantidad de fibroblastos, mientras en los controles es todavia escaso (flecha). H&E.

76 Tesis Doctoral UCO



5. Resultados

Cicatrizacién en herid

tratadas muestran abundante y maduro tejido de granulacion con fibroblastos activos, dispuestos en
paralelo a la epidermis y hay produccion y depdsito de fibras de coldgeno. H&E y Tricrdmico de Masson.
Figura 53. Las heridas controles tienen escaso tejido de granulacion y predominio de exudado células y
plasmatico (persistencia de fase de inflamacidn). H&E. Figuras 54 y 55. A los 28 dias, el tejido de
granulacion es mas maduro, con mayor cantidad de fibras de colageno remodeladas. H&E y Tricrémico
de Masson, respectivamente. Figura 56. A los 28 dias, las heridas control presentan un tejido de
granulacion joven coexistiendo con inflamacién activa y escasa produccién de fibras de colageno
(flechas). H&E.
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6. Discusién

6. Discusion

6.1. Cicatrizacion por segunda intencién

El presente estudio demuestra que la cicatrizacién por segunda intencién en la piel de
Trachemys scripta elegans expuestas a variaciones diarias en la temperatura
ambiente y con acceso libre al agua, avanza lentamente y con un comportamiento
indolente. Aunque los mecanismos bdasicos son esencialmente equivalentes a los
descritos en los mamiferos, aves y algunas especies de reptiles, hubo claras
diferencias clinicas e histopatoldgicas. Especificamente, la limitada contraccién de la
herida; la persistencia de la costra hasta al menos el dia 28, a pesar de constatar que
la reepitelizacion era histolégicamente completa el dia 14 en la mayoria de animales.
Ademas, la inflamacién activa se prolongd hasta los 28 dias y 42 dias, mientras que y
la proliferacién del tejido conectivo y su remodelacién no se produjo de manera clara
antes de 42 a 135 dias.

Clinicamente, la contraccion de la herida cutdanea en las tortugas era limitada y no
significativa. Después de 28 dias la contraccién media de la herida fue de menos de
10% de la herida original. Como se ha descrito en las serpientes (Smith y Barker,
1988), las tortugas forman una costra seca y persistente sobre el lecho de la herida y
la curacién se caracteriza por la epitelizacidn bajo la costra con disminucién del
espesor de la dermis que se va recuperando lentamente. Las heridas de la piel se
redujeron de tamafio durante las tres primeras semanas (T1, T2 y T3) pero desde
estos tiempos de control en adelante las heridas aumentaron de tamafo y la mayoria
de las heridas todavia tenia una costra superficial seis semanas después de la creacion
de la herida. La cicatrizacidon de heridas cutaneas circulares en serpientes siguié un
patrén similar, ya que en todos los animales, la forma de las heridas no disminuyd, y
este hallazgo no estuvo afectado por la temperatura ambiente (Smith y cols., 1988).
Al contrario de lo que se ha descrito en dragones barbudos (Keller y cols., 2014), las
costras en las tortugas no impedian la visualizacidn de los bordes de la herida, y no
hubo en ningln caso que retirar las costras para medir los perimetros. Por tanto, en
tortugas el modelo de biopsia de piel con un bisturi circular, puede considerarse un
medio adecuado para la evaluacién de contraccion de la herida sin interferir con su
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cicatrizacion. Debido a que la reduccidon en la contraccion de la herida es lenta y mas
acentuada durante las primeras semanas, el tamafio (perimetro) de la herida se
registrd sélo durante las primeras cuatro semanas. La contraccién de la herida fue aln
mas lenta después de este periodo y en nuestra opinidn, un seguimiento de cuatro
semanas es suficiente para evaluar y comparar los efectos que cualquier intervencion
terapéutica podria tener sobre la cicatrizacidn de heridas en piel blanda de tortugas.

En los mamiferos la contraccién de la herida se produce de una manera centripeta
principalmente debido a la proliferacién del tejido de granulacidon desde los bordes
hacia el centro (Swaim, 1980; Scrheml y cols., 2010). Su eficacia en mamiferos se debe
a que existen areas de piel mdvil y musculos cutaneos bien desarrollados. En las
tortugas, la falta de contraccién de la herida se asemeja a las observaciones en los
lagartos que no desarrollan un lecho continuo de tejido de granulacién, tienen una
piel menos mavil, y carecen de musculatura cutdnea (Maderson y Roth, 1972; Keller y
cols., 2014). Sin embargo, este lento proceso de contraccion de la herida parece ser
mayor en las tortugas que en otras especies de reptiles. Este hallazgo podria estar
relacionado con la exposicion de los animales a las variaciones de la temperatura
ambiente, aunque las temperaturas durante el periodo de estudio estuvo siempre
dentro del rango metabdlico fisiolégico de la especie Trachemys scripta elegans
(McArthur y cols., 2004). El proceso de cicatrizacién no parece ser igual de lento en
todos los reptiles. En dragones barbudos donde se realizaron experimentalmente
heridas cutdneas similares, la contraccién de la herida alcanzé el 50% de la herida
inicial después de solo 17 dias; mientras que lagartos arbéreos (Urosaurus ornatus),
machos sanos, mantenidos a 272C y donde se practicd una biopsia con sacabocados
de 3,5 mm, necesitaron una media de 14,35 dias para curar con un tamaifo de la
herida casi cero después de 20 dias (French y cols., 2006; Keller y cols., 2014). Esta
tasa de retraccidn de la herida registrada en este tipo de lagartos es incluso mas
rapida que la observada en mamiferos. Cuando se utilizaron biopsias por puncién con
4 mm de diametro como modelo de cicatrizacion de la piel en voluntarios humanos
sanos, el tiempo medio para alcanzar el 100% de cierre era de 29,75 dias (Hom y cols.,
2007). Un factor para explicar la mayor velocidad de cicatrizacién en lagartos
arbdreos frente a otros experimentos puede ser el tamafo de la herida. Asi, heridas
de mayor tamafio, por ejemplo de 6 mm como las inducidas en nuestro estudio, van
asociadas a tiempos de curacién mas prolongados en todas las especies.

La curacioén total de la herida se considera que comprende la suma de la contraccién y
la reepitelizacién (Bohling y cols., 2004). Clinicamente, podemos considerar una
herida curada cuando se desprende la costra y la piel que queda expuesta esta
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completamente epitelizada, aunque el grosor de la dermis no sea como el original. La
escasa contraccién encontrada en las tortugas podria contribuir a que los tiempos de
cicatrizacidon sean mas largos en comparacidn con otros reptiles, pero aparte de las
diferencias entre las especies, otros factores pueden haber contribuido para que la
cicatrizacion de heridas se retrasara en nuestro estudio. Los estudios anteriores sobre
la cicatrizacién de heridas en reptiles mantienen los animales en un habitat
restringido con una temperatura constante que coincide normalmente con la
temperatura metabdlica dptima de la especie. Por el contrario, en nuestro estudio los
animales fueron alojados en instalaciones al aire libre para reproducir las condiciones
de vida naturales de las tortugas, como mascotas o en la naturaleza. En consecuencia,
las tortugas fueron expuestas a las variaciones diarias de temperatura y humedad,
tuvieron libre acceso al agua y al sol. Algunos de estos factores, como por ejemplo la
posibilidad de pasar varias horas sumergidas y la exposicidn a bacterias, pudieron
afectar negativamente a la cicatrizacidn pero también nos permitieron valorar de una
forma mas fidedigna los cambios clinicos e histoldgicos.

En las serpientes, la curacion de heridas en la piel podria acelerarse mediante el
mantenimiento de los animales en el extremo superior de su rango de temperatura
(Smith y cols., 1988). Temperaturas nocturnas mas bajas pueden haber contribuido a
la lenta cicatrizacion de las heridas en tortugas. Ademads, otras posibles
complicaciones como la infeccidon bacteriana y la exposicién al agua podrian influir
negativamente en el proceso de cicatrizaciéon. De hecho, se encontraron colonias
bacterianas en algunas de las segundas biopsias recogidas del Grupo 2 que, aunque
no invadieron los tejidos de la cicatriz, sugieren la necesidad del uso de antisépticos.
Ademas, la exposicidon al agua podria haber influido en las caracteristicas generales de
las costras superficiales, ya que, en el dltimo control macroscdpico el dia 28, todas las
costras se encontraban mds humedas y tenian una textura mucoide. Una posible
explicacion es que los animales pasaran mas tiempo en el agua al final del
experimento, porque el clima era mas célido al avanzar la primavera. A pesar de que
todos los animales cicatrizaron sin complicaciones destacables, en una situacion
clinica, seria deseable una mayor rapidez de cicatrizacién. Este largo tiempo de
curacion y la exposicion a posibles complicaciones justifican la busqueda de
tratamientos practicos para acelerar y mejorar la cicatrizacién de heridas de la piel en
las tortugas.

Nuestros resultados muestran que la cicatrizacién por segunda intencién de heridas
en tortugas sigue el mismo patrén de respuesta tisular descrito en otras especies con
algunas diferencias relevantes. En primer lugar, la enorme superposicion de los
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procesos inflamatorios y proliferativos, que se hicieron muy crdnicos (algunas heridas
sufrieron retrocesos durante la cicatrizacidon por lo menos hasta seis semanas después
de la curacidn). En segundo lugar, el tejido de granulacion era escaso o moderado en
los bordes laterales y de moderado a abundante en el lecho de la herida. Este hallazgo
es contrario a los estudios anteriores en serpientes que describen la curacién de
heridas a partir de los bordes laterales; y tercero, la ZMB persiste morfolédgicamente
inmadura durante muchas semanas (60 dias después de la herida) lo que coincide con
la fragilidad de la unién dermo-epidérmica observada en este estudio y explica los
desgarros producidos en algunas heridas (Smith y Barker, 1988; Wilmink y cols., 1999;
Bohling y cols., 2004; Baum y Arpey, 2005).

En cuanto a la reepitelizacién, nuestro estudio mostré resultados similares a los de
estudios anteriores en mamiferos (Baum y Arpey, 2005; Kumar y cols., 2010; Schreml
y cols., 2010) y otras especies de reptiles (Smith y Barker, 1988); la reepitelizacién fue
completa a partir del dia 14, aunque la recuperacion del espesor normal de la
epidermis y la diferenciacién completa de los estratos, no fué evidente antes de los 28
o0 42 dias de la induccién de la herida. La proliferacién y migracion de los
gueratinocitos parecia llevarse a cabo a través de la matriz aciddfila formada por el
plasma, el exudado de fibrina y probablemente otras proteinas producidas por los
fibroblastos como se ha descrito en mamiferos (Baum y Arpey, 2005, Kumar y cols.,
2010). Curiosamente, durante la reepitelizacién observamos que muchos heterdfilos
estaban situados entre los queratinocitos regenerados y los fibroblastos proliferados
gue se disponian mas en superficie, lo que nos sugirid su participacién en el proceso
de restitucion de la ZMB con un papel de eliminacién de restos de exudado (Baum vy
Arpey, 2005).

La excelente Inmunorreaccién de los queratinocitos basales y suprabasales con el
anticuerpo AE1/AE3 nos ha permitido poner de relieve las caracteristicas morfoldgicas
de la regeneracion de la epidermis durante la cicatrizacidon de heridas y su utilidad
para los estudios de diferentes lesiones de la piel en tortugas.

Durante este experimento, la ZMB permanecid sin una estructura normal en las zonas
reepitelizadas (con tinciones de plata y PAS) hasta al menos el dia 28 después de la
herida; fue a partir de los 60 dias cuando observé morfolégicamente normal. Estos
hallazgos podrian justificar el desprendimiento facil que se produjo de la unién
dermo-epidérmica regeneradas durante los 28 dias de induccién de las heridas. La
persistencia de tejido de granulacidon activo en esa zona de los margenes puede estar
relacionada con la lenta maduracién de la ZMB; hay que recordar que en la formacién
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de la MB participan tanto los queratinocitos como los fibroblastos de la dermis y
precisamente la zona fibrosa de la ldmina sub-basal depende del coldageno tipo VI
producido por una poblacién de fibroblastos estrechamente yuxtapuestos a los
gueratinocitos basales. Aunque la ZMB es una estructura critica entre la epidermis y la
dermis, en la mayoria de estudios sobre cicatrizacién no se atiende de manera
especifica a formacién y maduraciéon durante el proceso (Maderson y Roth, 1972;
Smith y Barker, 1988; Wilmink, 1999; Bohling y cols., 2004; Baum y Arpey, 2005;
Schreml y cols., 2010; Mauldin y Peters-Kennedy, 2015). Consideramos que son
necesarios mas estudios para caracterizar mejor esta compleja estructura de la piel en
reptiles y su papel en el anclaje de la epidermis a la dermis durante el proceso de
curacion.

La respuesta inflamatoria y la proliferacion de tejido conjuntivo, se evaluaron
morfolégica y cuantitativamente durante el proceso de cicatrizacién. Nuestros datos
de analisis morfométrico muestran que en su dindmica reproducen el patrdn clasico
de la migracién celular secuencial documentado en los seres humanos, pero mas
prolongado en el tiempo (Baum y Arpey, 2005; Schreml y cols., 2010). En las heridas
de pacientes humanos con cicatrizacién por segunda intencién, los recuentos de
neutrofilos, macréfagos y linfocitos suelen alcanzar su maximo a los 2, 3 y 5 dias
respectivamente (Park y Barbul, 2004). En las tortugas se produce una secuencia
temporal parecida pero mucho mas retrasada; asi, los heterdfilos, linfocitos y
macrdéfagos alcanzaron su punto maximo a los 2, 7 y 14 dias, respectivamente. Otra
diferencia relevante cuando se compara la cicatrizacion por segunda intencidn de
heridas en seres humanos y en tortugas fue que los macréfagos no fueron las células
predominantes. En los seres humanos, los macréfagos, a partir de los 2 dias, juegan
un papel critico en la cicatrizacion de heridas y mas especificamente en la
cicatrizacion por segunda intencidn. Estas células constituyen la poblacién
predominante antes de la migracidn de fibroblastos y su proliferacién en el tejido de
granulacion que sera clave en la contraccidn de la herida (Park y Barbul, 2004). Segun
nuestros resultados, la discreta presencia de macréfagos en las fases iniciales y
durante la cicatrizacidn podria estar relacionada con la tardia aparicién del tejido de
granulacion en las heridas y la lentitud en la reparacidn y retraccion.

Histolégicamente se han encontrado diferencias entre este estudio y otros previos
similares. Los heterdfilos fueron las principales células tempranas del exudado
inflamatorio; aunque en menor nimero persistieron en las heridas hasta etapas muy
tardias, lo que esta de acuerdo con estudios previos en reptiles (Smith y Barker, 1988;
Mitchell y Diaz-Figueroa, 2004). El papel de los heterdfilos en la cicatrizacién de
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heridas de reptil es poco conocido. En cocodrilos americanos se ha considerado que
desempeiian un papel similar al de los neutréfilos en los mamiferos, proporcionando
una barrera contra la invasion bacteriana local en lugar de influir activamente en el
progreso de la reparacion tisular (Simpson y Ross, 1972; Mateo y cols., 1984).
Nuestros resultados mostrarian que los heteréfilos no sélo eran la poblacion mas
abundante de células inflamatorias con funciones defensivas antimicrobianas, sino
también la de intervenir en la unién dermo-epidérmica durante el proceso de
reepitelizacién, sugiriendo que podrian tener un papel importante en la restauracién
de la ZMB, tal vez en la limpieza de exudado seroso-fibrinoso y de restos celulares de
la zona de anclaje. Los neutrdfilos y los macréfagos contribuyen a la proliferacién y
migracidon de otras células inflamatorias y mesenquimales a través de citocinas y
liberacion de los factores de crecimiento (Baum y Arpey, 2005; Schreml y cols., 2010).

Los monocitos/macrofagos estuvieron presentes desde las primeras etapas hasta el
dia 42 en un namero similar; disminuyeron luego progresivamente hasta el dia 60. La
asociaciéon de los macréfagos con areas de abundante exudado fibrinoso y con restos
de células confirma su papel como fagocitos, al igual que en los mamiferos vy
serpientes, jugando un papel importante en el desbridamiento de heridas y en la
fibroplasia (Smith y Barker, 1988; Baum y Arpey, 2005; Schreml y cols., 2010). En los
mamiferos, los macréfagos tienden a alcanzar su punto maximo en numero a las 48-
72 horas, y son los que permanecen mas tiempo (dias o semanas) y participan de una
manera mas compleja en la cicatrizaciéon de heridas (Baum y Arpey, 2005). Segun
nuestros resultados, pueden desempefiar un papel similar en la cicatrizacion de
heridas en las tortugas. En el estudio inmunohistoquimico, el Ac MAC 387, utilizado
habitualmente como un marcador de histiocitico/macréfagos, nos ayudé a identificar
los macrofagos en el exudado inflamatorio, por lo que deberia ser considerado de
gran utilidad en los estudios de cicatrizacién futuros y para caracterizar cualquier
proceso inflamatorio de la piel de tortugas.

Los fibroblastos y angioblastos, como principales componentes del tejido de
granulacion, estaban presentes tanto en el lecho de la herida como en los bordes
laterales; en este estudio, en la mayoria de las heridas el tejido de granulacién fue
mas prominente en el lecho que en los laterales, contrariamente a lo que se ha
descrito anteriormente en lagartos, serpientes y es mds parecido a los hallazgos en
mamiferos (Maderson y Roth, 1972; Swaim, 1980; Smith y Barker, 1988; Bohling y
cols., 2004; Baum y Arpey, 2005; Schreml y cols., 2010; Keller y clos., 2014).
Considerando que estos estudios concluyeron que los bordes laterales juegan el papel
principal en la cicatrizaciéon de heridas en reptiles y mamiferos, nuestros resultados
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muestran que el lecho de la herida contribuyé al menos igualmente a la curacién. Los
angioblastos y brotes vasculares eran escasos en el proceso de proliferacién. El Factor
VIl fue atil para inmunotincion de células endoteliales de los capilares y algunas
células mesenquimales fusiformes en el tejido de granulacion.

Los linfocitos fueron el tipo celular predominante del infiltrado perivascular desde el
dia 7 hasta el dia 42 o 60 pero eran escasos a moderados en el tejido de granulacién;
ademas, la mayoria eran CD3 + (linfocitos T). El papel de los linfocitos T en la
cicatrizacion de heridas ha sido bien estudiado en mamiferos y los resultados de estos
estudios indican que ejercen un efecto regulador en la intensidad de la inflamacion
asociada a la herida y en la proliferacion de los queratinocitos (Baum y Arpey, 2005;
Schreml y cols., 2010). En los reptiles, se sabe poco acerca de su papel; un estudio
describié que los granulomas linfoides perivasculares estaban presentes brevemente
al principio del proceso de curacién en las serpientes mantenidas a 21°C y 30°C. Esto
parece corresponder a las "células mononucleares basdfilas" perivasculares descritas
en la respuesta inflamatoria de caimanes y a los linfocitos perivasculares descritos en
pollos (Carlson y Allen, 1970; Mateo y cols., 1984). Los trombocitos no se pudieron
evaluar en este estudio. En las tortugas parece que desempefian una funciéon similar a
las plaquetas de mamiferos, incluyendo su papel en la hemostasia y la cicatrizacion de
heridas. Su accién es principalmente en las primeras 24 horas después de la lesién
(fase de la hemostasia), por esta razéon no se observaron morfoldgicamente en
nuestro estudio histolégico (Raskin, 2000; Park y Barbul, 2004).

Del estudio inmunohistoquimico el aspecto mas importante que queremos destacar
fue el encontrar reactividad cruzada de 7 los 15 anticuerpos testados con las células
tejidos equivalentes de las tortugas; esto nos ha permitido caracterizar mejor la
reepitelizacién, algunas de las células inflamatorias y las yemas vasculares durante el
proceso de cicatrizacién por segunda intencidn en Trachemys scripta elegans. Los
anticuerpos AE1/AE3, CD3 y MAC 387 mostraron una excelente inmunoreacciéon con
qgueratinocitos de la capa basal y espinosa, linfocitos T y macrofagos,
respectivamente. El anticuerpo AE3 (otro marcador de queratinocitos) habia
demostrado reactividad cruzada en estudios previos de lagartos y tortugas, aunque a
pesar de busquedas bibliograficas repetidas, no hemos podido encontrar informacién
sobre resultados previos con los anticuerpos ensayados aqui (Alibardi y cols., 2004). El
presente analisis demostrd la utilidad de estos marcadores celulares para el estudio
morfolégico de la cicatrizacion de heridas, y que podrian ser una herramienta
potencial para estudios futuros no sélo en la cicatrizacién de heridas, sino también
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para caracterizar mejor microscépicamente lesiones en enfermedades cutaneas de las
tortugas y otros reptiles.

6.2. Efectos de la aplicacion topica de insulina

La aplicacion tdpica de insulina influencia significativamente la curacién de heridas
por segunda intencidén en la piel de las tortugas. En el estudio previo descrito en la
primera parte de este documento, se describié cémo la cicatrizacién cutanea por
segunda intencion de heridas en las tortugas sanas de la especie Trachemys scripta
elegans expuestas a las variaciones diarias de la temperatura ambiente, progresa
lentamente y con un comportamiento indolente. En este estudio posterior, la
administracion diaria durante una semana de insulina topica resultd en una mayor
velocidad de retraccion de la herida y aumento del numero de heterdfilos,
macréfagos y fibroblastos en diferentes momentos a lo largo del proceso de
cicatrizacion, junto con una disminucién significativa de los linfocitos a los 28 dias de
realizar la herida. La formacién de la costra que cubria las heridas y los aspectos
macroscopicos de las heridas se consideraron mejores clinicamente a pesar de que
esta observacién es de caracter subjetivo. En resumen, nuestros resultados indican
gue la insulina tépica modificd la respuesta inflamatoria y que mejora la curacién de
heridas por segunda intencion en la piel blanda de las tortugas.

La insulina es un polipéptido altamente conservado filogenéticamente en todos los
vertebrados, incluyendo reptiles. Los antisueros especificos para la insulina porcina se
han utilizado con éxito para identificar las células B de tortugas por
inmunohistoquimica (Pérez-Tomas y cols., 1989) y para medir las concentraciones de
insulina en extractos de pancreas de tortuga por radioinmunoensayo (Gapp y Polak,
1990). Esta homologia entre la insulina de vertebrados nos permitio emplear la
insulina porcina para el presente estudio, ya que esta aprobada para uso veterinario,
es facilmente disponible en la mayoria de los paises y no presenta un elevado coste
en comparacion con otros factores de crecimiento, como los factores de crecimiento
recombinantes empleados en medicina humana.

La insulina regula una variedad de procesos bioldgicos, incluyendo el recambio
proteico, el transporte de glucosa, la hemodinamica, y el metabolismo de acidos
grasos. Su efecto general es anabdlico, favoreciendo la sintesis y formacion de tejidos.
También disminuye las perturbaciones metabdlicas desencadenadas después de
lesiones como traumatismos y quemaduras. El resultado es un perfil beneficioso de
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efectos anabdlicos y anti catabdlicos incluyendo mejora de la pérdida del musculo
esquelético (Madibally y cols., 2003).

Dependiendo de su concentracidn, la cantidad de insulina tépica puede tener efectos
sistémicos. Estudios previos han puesto de manifiesto los beneficios de tratamiento
toépico de la insulina en las lesiones de mamiferos sanos y diabéticos (Madibally y
cols., 2003; Apikoglu-Rabus y cols., 2009; Chen vy cols., 2012a; Azevedo y cols., 2015),
pero la concentracion de insulina utilizado ha sido variable. En las ratas, un estudio
ensayd diferentes concentraciones de insulina y determind que las dosis que
indujeron el mejor efecto en la curacion de la herida eran 0,5 Ul y 1,0 UI/100 g. La
dosis de 1,0 UI/100 g, en algunos animales, indujo alteraciones de la glucemia. Por lo
tanto, se utilizd una crema con una concentraciéon de 0,5 UI/100 g para todos los
experimentos (Azevedo y cols., 2015). Sin embargo, otro estudio en ratas también usa
tépicamente insulina humana regular Humulin® (Eli Lilly Turquia, Estambul, Turquia)
pero en este caso a una concentracién mucho mayor de 100 Ul/mL, administrada sin
excipientes, y sin que aparecieran efectos sistémico a nivel sistémico (Apikoglu-Rabus
y cols., 2009). El uso de vehiculos que mejoran la absorcion de la insulina y
proporcionan tiempos de contacto mds largos puede explicar las notables diferencias
en las dosis de insulina entre los estudios. En el presente estudio, elegimos glicerol
como vehiculo, ya que es soluble con Ila insulina acuosa, higroscépico,
cosméticamente aceptable y tiene un alto indice de viscosidad, lo que facilita su
permanencia en la herida.

En experimentos preliminares, investigamos si la insulina tépica, a diferentes dosis,
era capaz de inducir cambios en la glucemia de las tortugas. Utilizamos diferentes
concentraciones de insulina y se encontré que concentraciones de 5 Ul/mL
administrados por una semana no modificaban las curvas de glucemia en los animales
tratados respecto a un grupo control. Tampoco encontramos incrementos de peso
significativos en los animales tratados, por lo que podemos concluir que la insulina
porcina, aplicada segun el protocolo descrito, no tiene efectos sistémicos sobre el
metabolismo del animal. Es posible que podamos usar concentraciones mayores y
gue estas mayores concentraciones mejoren la respuesta clinica a la insulina.
Teniendo en cuenta las diferencias significativas encontradas en nuestro trabajo,
podemos concluir por ahora, que una solucién con esta concentracion tiene un efecto
local positivo. Una aplicacién diaria durante la primera semana de cicatrizacién se
considerd practica y apropiada, ya que se produce la reaccion inflamatoria
rapidamente después de la lesidn y porque la cicatrizacién de heridas de la piel blanda
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de tortugas se caracteriza por la epitelizacién bajo una costra a que impide una
aplicacion de insulina mas prolongada.

La aplicacion de la insulina tépica induce diferencias estadisticamente significativas
mayores en los recuentos de heterdfilos, macréfagos y fibroblastos, mientras que a
los 28 dias produjo una densidad significativamente menor de linfocitos en el
infiltrado inflamatorio. Estos cambios demuestran que la insulina tépica tiene Ia
capacidad de modificar la respuesta inflamatoria de la piel de las tortugas después de
la lesidn. Estos hallazgos estan de acuerdo con estudios anteriores en mamiferos no
diabéticos (Kassen y Trau, 2007; Apikoglu-Rabus y cols., 2009; Azevedo y cols., 2015).

El mecanismo por el cual la insulina ejerce su efecto no se entiende completamente.
Los investigadores han demostrado que la insulina tépica mejora la reparacion de
tejidos a través de estimulos en la via de seiializacién de la migracién de
gueratinocitos (Liu y cols., 2009). Lima y cols., (2012) confirmaron que la insulina
puede estimular una variedad de funciones celulares importantes en la reparacién
tisular. También se sabe que la insulina puede estimular la sintesis de colageno en
fibroblastos de la piel (Chaiken y cols., 1986). Asi, Pellegrinelli y cols. (2001)
informaron de la presencia de receptores de insulina en los queratinocitos de los
foliculos pilosos, e identificaron vias por las cuales la insulina puede promover el
crecimiento de estos queratinocitos en los foliculos. También se ha demostrado que
los queratinocitos humanos son dependientes de la insulina para su crecimiento.
Experimentos in vitro sugieren que los factores de crecimiento tales como la insulina
pueden actuar como atrayentes quimiotdcticos y mitégenos para las células
implicadas en la cicatrizacidn de heridas, y que estos factores de crecimiento pueden
estimular la angiogénesis, la formacion de la matriz extracelular y la degradacién y
liberacion de citoquinas (Ando y Jensen, 1993; Apikoglu-Rabus y cols., 2009).

La cicatrizacion de heridas es un proceso dindmico y complejo, como la reparacién de
tejidos que implican eventos pleiotrépicos moleculares y celulares (Qiao y cols.,
2011). La inflamacion es esencial en las primeras fases de la cicatrizacion de heridas.
Sin embargo, la persistencia de la inflamacién conduce a la inhibicidn de la curacién
en las fases posteriores (Wilmink y cols., 1999). En el presente estudio, la insulina
tépica aumentd significativamente el nimero de heterdfilos en el dia 7 pero los
recuentos de células fueron posteriormente similares. El nimero de heterdfilos cayé
cuando se suspendid la insulina tdpica y este hallazgo puede indicar que la
administracién de insulina por un periodo mas largo dara lugar a la inflamacion
prolongada y ser perjudicial para el proceso de cicatrizacidon de la herida. En contraste
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con esta observacion en tortugas, en otro estudio Chen y cols. (2012b) demostraron
qgue una aplicacién tépica de insulina sobre heridas a dosis bajas durante tres dias
suprime la infiltracion de los neutréfilos. Ademas, la insulina mejord las funciones
celulares de los neutrdfilos en al drea de la herida. El tiempo de curacién de las
heridas tratadas con insulina se redujo significativamente en comparaciéon con las
heridas tratadas con solucidn salina. En nuestro estudio hemos observado el
mantenimiento de heterdfilos durante el periodo de siete dias de la aplicacién de
insulina, pero con una mejora en la calidad de la respuesta inflamatoria y esto
sugeriria que heterdfilos en los reptiles, a pesar de que tienen una funcién similar a
los neutrdfilos en los mamiferos (Campbell, 2006), tienen unas caracteristicas
diferentes en el proceso de la respuesta inflamatoria.

El efecto de la insulina tdpica fue especialmente marcado sobre la infiltracién de
macréfagos. En los dias 2, 7 y 14 el nimero medio de macréfagos fue
significativamente mayor. Estos cambios indican que la insulina tdpica acelerd la
curacion de la herida en tortugas. Chen y cols. (2012a) encontraron que la insulina
indujo un aumento de la infiltracién de macréfagos notablemente en los primeros 3
dias después de la herida. El nimero de macréfagos en el dia 2 de las heridas de
tratamiento con insulina era casi el mismo que el dia 3 de las heridas de control, lo
que sugiere la infiltracién avanzada de macroéfagos inducida por la insulina. Los
resultados de este estudio indican que la insulina promueve la cicatrizacidon de heridas
mediante la regulacion de la respuesta inflamatoria de la herida, especificamente la
cantidad y la funcién de los macréfagos. Por lo tanto, el tratamiento tépico de insulina
puede resultar ser una terapia eficaz para la cicatrizacidn de heridas. Una respuesta
similar se observd en el presente estudio sobre las tortugas.

El aumento de macréfagos que se infiltran y salen de la zona de la herida inducidos
por la insulina puede ser un factor importante que contribuye al incremento de la
curacién de heridas. Los estudios in vitro demostraron la insulina facilitado la
quimiotaxis de monocitos/macréfagos, pinocitosis/fagocitosis y la secrecion de
mediadores inflamatorios (Chen y cols., 2012a). Las citoquinas con la capacidad de
activar macrofagos, tales como IL1b (interleucina 1 beta) y MALP-2 (lipopeptideo
activador de monocitos 2), se han utilizado con éxito para promover el cierre de
heridas (Maruyama y cols., 2007; Kumar y cols., 2010). En comparacion con estas
citoquinas, el tratamiento con insulina es mucho menos costoso, mas facilmente
disponible y se ha usado durante casi cien afios sin ningun efecto secundario.
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Otro efecto importante de la insulina tépica fue el aumento medio de recuentos de
los fibroblastos. En general, los factores de crecimiento son polipéptidos que pueden
definirse como agentes que promueven la proliferacion celular y el metabolismo a
través de la interaccion con los receptores especificos unidos a la membrana celular.
Ademas, estas proteinas pueden inducir la migracidon de células en el espacio de la
herida, que sirve como quimioatrayentes para reclutar células importantes, tales
como leucocitos y fibroblastos en el area herida (Kiritsy y Lynch, 1993). Asi que, estos
trabajos han comprobado que la insulina tépica actia de manera similar en la
estimulacién de los fibroblastos de la piel y en la sintesis de colageno.

En los anfibios (Ambystoma mexicanum) se mostré que la insulina puede estimular la
captacién de sulfato y el crecimiento del cartilago como en los mamiferos (Schneider
y Hanke, 1996). También se ha observado una cicatrizacién mas rapida y una mayor
resistencia a la tracciéon de la herida en ratas tratadas con insulina tdpica. El analisis
histolégico de tejido de la herida reveld una aparicidn precoz de las fibras de colageno
con una morfologia mas compacta, densa y bien orientadas en comparacion con los
animales de control (Hrynyk y Neufeld, 2014). Nuestros resultados también
demuestran que en las tortugas, la insulina tépica aumentd el nimero de fibroblastos
y este efecto podria ser el principal contribuyente a explicar una mayor retraccién de
la herida y una cicatrizacion mas rapida observada en los animales tratados.

La retraccion de la herida es un componente importante en la cicatrizacion por
segunda intencién, y la caracteristica fundamental para la esta retracciéon o
contraccion es la calidad del tejido de granulacién (Swaim, 2001; Sardari y cols.,
2006). En nuestro estudio, la retraccién de la herida fue significativamente mayor a
los 28 dias en las heridas tratadas con insulina. Este es un hallazgo muy notable
puesto que la contraccién de la herida era muy limitada en el grupo de control, como
es caracteristico en los reptiles. La curacion se caracterizé por una epitelizacidn bajo
la costra con la disminucién en el espesor de la dermis que lentamente aumentd su
grosor hasta rellenar el defecto de la piel y producirse la caida espontanea de la
costra. Esta mejor contraccion de la herida, clinica y estadisticamente relevante,
podria explicarse por la capacidad de la insulina tdpica para modular la respuesta
inflamatoria con aumento de la infiltracién de macréfagos, tejido de granulacién y la
deposicion de coldgeno (Azevedo y cols., 2015). En cobayas sanas, la crema tépica de
insulina aumentd la contraccion en quemaduras de segundo grado
experimentalmente inducidas. La contraccion de la herida es una etapa critica en la
curacion de la ulcera crénica (Kassem y Trau, 2007) y la insulina tépica puede ser util
en reptiles, asi como es en mamiferos en el tratamiento de heridas crénicas.
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En nuestro estudio, se encontrdé que la administracién de insulina tépica mejora la
cicatrizacion de heridas, acortando el tiempo necesario para la epitelizacion completa
en el grupo tratado. Los hallazgos histolégicos de un mayor numero de fibras de
colageno en el grupo tratado con insulina apoyaron los resultados morfométricos de
recuentos celulares. Esto esta de acuerdo con otros estudios en que se utilizé la
insulina topica para mejorar la cicatrizacion de heridas, pues puede afectar los
miofibroblastos (Kassem y Trau, 2007) y provocar un aumento de la deposicién de
colageno (Madibally y cols., 2003).

En un estudio sobre los efectos de la insulina tdpica en la curacion de heridas que se
llevd a cabo en cultivos de células de la piel humana, Liu y cols. (2009) observaron que
las heridas de piel en las ratas tratadas por via tépica con insulina curaban mas
rapido, que las células superficiales de la epidermis cubriran la herida mas
rapidamente, y las células de la dermis reconstruirdn los vasos sanguineos mas
rapidamente. También se demostré que la insulina tdpica estimuld la proliferacion y
migracion de queratinocitos y la migracion de las células endoteliales
microvasculares. Esta mejora del proceso de curacidon también se observé en la piel

de las tortugas tratados con insulina tdpica.

Estudios preclinicos también han llegado a la conclusion de que los factores de
crecimiento pueden mejorar la cicatrizacion de heridas; sin embargo, en muchos
casos, los efectos fueron clinicamente irrelevantes. Por ejemplo, EGF recombinante
aplicado topicamente redujo el tiempo para completar la reepitelizacién sélo en 1,5
dias en injertos cutdneos de pacientes humanos (Kiritsy y Lynch, 1993). Coleman y
cols. (1991) informaron que no hubo diferencias estadisticas entre 10 mg/mL de EGF
en una crema de sulfadiazina de plata y la crema sola, en la curacidn de heridas
quirargicamente inducidas en voluntarios humanos sanos.

El presente estudio fue disefiado como un estudio controlado y el perimetro de la
herida se midid a ciegas por dos investigadores. El tamafio de la muestra proporcioné
suficiente poder estadistico para detectar diferencias en la contraccion media de la
herida de alrededor del 18% o mayor; un tamafo de muestra mas grande podria
haber proporcionado mds potencia estadistica, pero diferencias cuantitativamente
menores carecen de relevancia clinica. Al dia 28 la retraccién de la herida en el grupo
tratado insulina fue 24,26% mayor que en el grupo control. Una diferencia mayor
después de 28 dias hubiera sido deseable pero en nuestra opinidon es lo
suficientemente grande como para considerar la insulina topica potencialmente util,
sola o combinada con otros factores de crecimiento, en el tratamiento de heridas de
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reptiles. Consideramos por tanto justificado realizar estudios similares en casos
clinicos con heridas no inducidas experimentalmente.

En definitiva, hemos encontrado que la aplicacién tdpica de insulina mejord la
cicatrizacion por segunda intenciéon en heridas de piel blanda de tortugas. Los
resultados indicaron que la insulina promueve la curacién mediante la regulacidn de
la respuesta inflamatoria de la herida, especificamente la cantidad y la funcién de
macréfagos, heterdfilos y fibroblastos. Por lo tanto, el tratamiento tépico de la
insulina puede ser una buena opcidn para la mala cicatrizacidn de heridas, ademas de
ser la terapia de bajo costo para su uso en lesiones en las tortugas.

6.3. Limitaciones

Debido a su duracidn, este estudio traté de abordar la curacion de la piel en las
condiciones ambientales habituales de las tortugas, pero este enfoque presenta
varias limitaciones. Los animales fueron expuestos a temperaturas variables, tuvieron
libre acceso al agua y el tiempo que las tortugas pasaron sumergidas no fue
registrado. Aunque el estudio se llevé a cabo en primavera, cuando las tortugas eran
metabdlicamente mas activas, las variaciones en la temperatura y la exposicion al
agua pueden haber extendido el proceso de cicatrizacién debido a que la curacién en
los reptiles es muy dependiente de la temperatura. Estas diferencias son importantes
al comparar nuestros resultados con los estudios publicados previamente que utilizan
especies de reptiles terrestres mantenidas a temperatura controlada.

Los anestésicos locales y farmacos anti-inflamatorios no esteroides no se
administraron por temor a que podrian interferir con la reaccidn inflamatoria durante
la cicatrizacion. Los analgésicos narcéticos podrian haber sido utilizados ya que son
menos propensos a interferir con la cicatrizacién de heridas, pero, pueden causar
depresion respiratoria. Asi que, como después de recuperarse de la anestesia general,
los animales no mostraron signos de dolor o cambios de comportamiento en los dias
a partir de entonces se optdé pela no utilizacion de estos farmacos, a pesar de las
consideraciones éticas acerca del bienestar de los animales.

Finalmente, una debilidad del estudio de la aplicacién tépica de insulina es su
condicién preclinica; por razones practicas, no pudimos incluir animales enfermos o
con heridas no-experimentales. En las heridas de la piel de reptiles, el beneficio
potencial de insulina u otros factores de crecimiento no se ha investigado antes y por
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lo tanto, un estudio preclinico era necesario antes de determinar la utilidad real de la
insulina tépica en ensayos clinicos.

6.4. Perspectivas

Se necesitan estudios adicionales sobre la cicatrizacidn de las heridas en tortugas para
definir con mayor precision los mecanismos celulares y moleculares involucrados
teniendo en cuenta el complejo sistema de regulacion de este proceso fisioldgico.

Serian convenientes mas estudios para probar la eficacia de la insulina tépica en otras
especies de reptiles, asi como ensayos clinicos en individuos con heridas crdnicas.
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waours! edgas ware photograghed. for sach contrad paant, ndamma.
1ory cedn (heleropts s, macropheges, ymphocytes antd hbrobisstsl
welrl SCO0ed by o cbsanvors. Tha presance of hactenal colones in
was tecorded The scores wers syomged s wy Gscrep-
Bghir s 7-3 0ois was 10 0valustod by the two cbdarverg at
& consenizun meetng  The morphometne amelyss was performed
W T prograen Imape P Plus 40 Medks Cybernates: Sivae
Spnng, MD. USAI

Statistical annlyses

The Gistrnnion ol tha wtiabie in all dets cOurem was ansfysod by
the Komogorow Smmov test. Bocause ool counts ween not nar
maly datriboted, the nonpardmetne Krusksl-Walks tesl ond the
Dunn's post test for multple comparsons were used 1O compare the
namher of beaprophin, mecropiuges. iymphooytes s'dd Srvcbinsts wt
oach control poevt. A varue of &« 000 was consderea sgndicant
The Geubbs™ st wins used %0 deect sigrrficent cuthans, Statistos
calculanans wore pevformed usng the Prism 5 04 softwann for win
dows IGraphPad Soltwars e San Dego, CA, USA)

-

N, and then i ow setting (150 W tor & man

Results

Evaluation of clinical wound healing
Tho behaviowr and gonemd physical condition of the ank
mats were not atfocted by the wounds o any other pro
codure of the experimental design. The biopsy mathod
of full-thickness punch wounds produced web-delimited
circular wounds exposing the subcutaneous tissue and
e superficial  skeletal muscle. This method was
selected to describe scule second ntantion skin healing
N lurtkes because the medel @& munimally invaseee, tech-
nically straghtiorward, reproduckde, sasy to follow-up
over time and has Deen used pressously in dfferant spe
cies ncluding repties.*?%71 Clincally, the mam varable
assessed was the rate of wound contracthon becauss
]ig 13 a numedical variable suitable 10 evaiuate treaimant
afficacy and, because it changes more rapadly durng the
first waeks of ocatrization, allows for shorter therapaune
triata

Immediataly after wounding, the areas wera covered
gracually with serous of serous-hasmorrhagic fluid,
haemorhages were rare (Figure 13l At 7 dpw tha crusts
were thin and transiucent and did not fill the skin defect
a0 that the wound adges lobked steep. When the wound
bad was already covered, the matarial forming tha crust

Figure 1, (8-} Groas Lippw penoki) snd niucroncopse (Keane punédi) seguencs of shin husing o red-sered] shch tarts { Taachn s scrpts stgny

Clnical photographs (Lstrating the same wound fram dinys 0 10 28 interal acale in mbmaetres): kil o
boosy, 0l 3t 7 Eays Oost woundng 10ow) the Crust is whitl, they and Wi sh sraguinr surfaco; 1K ot 21 dow woun retracti

woi Bepect of 1ha wound after performing the
& Mot sCeenlsing

20 he Crutt Kooks darved and with a eSS ¥roguiar surface but remans Sable and fragle; (0] at 28 Cpw Wwound 300 IS Unchanged of oven Kcroasad

ol B ool looks more humd and derber. Microsoupc sppessnos
witnsds of fTerars trts Bl @1 2 0ny et STUST B Cov

ww-mragndcaton hotolopcal photographs tortespond 10 trne-matched
g 1hee veound eoiges. B0 a8 7 tpve, 8 Serous-colulis crust covets the wiund, 1e

enthelwaaton = pama’ o ond dl 22 71 2na 28 dpw bespectvelyl inrge crusts persist over the new sapoasnms. Meamedoxydn and eosn
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wias dopressod at the centre and fragile with wide
transversal fissures, These crusts weare whitish, espe-
cialy at thew cantres but st hypersenmic cioser to the
wound adges. Crusts looked humid with a friable and
irregular surfaca (Figure 1bl In sevaral wounds the crusts
veare drier, wih & smioothar surface, snd were darker and
reddish due 1o the hasmorthago post bopsy

At 14 dpw, all wounds wera coverad by comglete
Crusis with varable appearance. Soma of the crusts were
dark yellaw, dnier, with a reguiar surface and well adherod
to tho wound edges. Howovor, in mast wounds, crusts
weare whitish, humid, with a friable cedematous texture;
the surface was irregular and had a central fissure. In gen.
oml, crusts were thickar than 7 days befora and were
progressively filling up the wound bed,

A1 21 dpw, wound hoaling had progressed slawly wih.
out sxgnificant changes compared with the previous
week, All wounds rermained covered by crusts that were
thickar and lighter in colaur. The adherence and consis-
tency of the crusts remaned the same but had a more
Irregular surface and stil looksd friable and thin, and
showod wide fissures that exposed the wound bed. Most
crusts had turned to o hght yellow colour (Fgure 1¢).

Al 28 dpw, all crusts displayed more homogensous
featwres than in the previous time controls. In gensral,
crust surfaces were now more ireqular, with a mucold
texture and ther colour had converted 1o a light yelow.
Most crusts wese now level with the wound edges and
they looked less firm and thick (Fgure 1),

Wound cantraction was slow and very helaroganeous
among anmals; whereas some wounds had a sa equiv-
alent to 68.76% of basefine aftar a week, in others size
had incressed 10 116.4% compared to the mitial wound,
Al 28 dow the average sze of the wounds was only
shghtly lower than the intial, with @ mean wound saze of
91 41% baszeiine (Figure 2). This value represented a
mean wound raducton aftee 28 days of just 8.50%. In
spite of this slow wound contraction, wound healing pro-
gressed ovenly in all avmals. Time to ctust peeling off
was variabio, but in all anemals it took more than & weoks,
revealing a vanable, depgmented but normal epithelium
with a reduced dormal thickness.

Mictoscopic findings

Norrmad skon fastures

A totl of 48 initial biopsses from greups 1 and 2 were
evaluated histologically to descrive healthy skin and to be
usod as intemal cantrols. All samples were characterized

120
= 1004
i.
60 v - - - +-
o 7 " n FL]
Days post wounding

Figure 2. ‘Noouly mean wound soo cxprenzed us i percantage. of
the evbis wound ceounimance. Vacicn! bam imprasent stadand
@tree of the maon

by & regular, moderatedy thck epidarmes sat over a thin
darmits (Fgure 3a,bl; the subcutis was very scant and the
biopsies easly mcluded the outer musclke fibres, The
dormo-epidermal unction was smooth and the BMZ ran
paralle! to the skin surfacs. The epdermis conssted of
about 12-26 colldtar Sayers ditforentiated into three strata:
stratum germinativum {one layer), strotum spinowus o
suprabasal (4-10 layers) and stratum cormeum {B-16 Sy-
ersl. Tho dermis wan very poor o cells and was com-
posed mainly of regular thick collagen bands arranged
paralie! to the epkermal surface and embedded in scant
ground substance. Fibrabiasty wero scarce and scattared
throughout the collagen biands, when present, low num-
bers of moncnuclesr, lymphoid and fustiocyhc cells were
obtserved. Meianocytas weore varable in number accord:
ng to the turtles' pigmentation pattern and regularly
located n the outer dermis, around dermal vessels ss
well a8 within the basal layer of the epdermis, The
derme-apdermal umen was dafined ty an Inconspicucus
BMZ when stained with HE&E; howaver, |t was visibie as
a laint homogenesous o hbrillar scidophdc band using
PAS, ant a brown to Deck band using methenamne sil-
ver s1an (Figure 3o, insa1). A delicate, often mconspicu-
ous, network of capillanss and small anteroles was
disposed m tha outer and innec denmis paraliel ta the epl-
deemis  (Figure 3a.bl, the Ilymphatic network aso
appeared as a oalicate network of thin vessels of wida
and ineguiar lumens arranged closa 10 the Hood network;
the subcutis was thin and composed of sceroe fibrocytes
and collagen fibres.

Figure 3. - Toownl s wourd Pesbing of ted-emed UAde Lrtins Trachurys nogas segws Conirgd sk (6 T upihermin mvagioston into
the derma producea the gioss scale efiect insat: High magndication wiavy; the decmo-epidormal juncton = smoath ano derma s poor in celis ano
Yeverd of glands Hwernsosyin and soso C4&EL ©) Dutni of soidernw strsts and derrngl coligen barc dnposed peraiiel %0 the surisce. M-
2003 sehiome stan. Insst Detal| of dermo-epdarmal juncoon, a tren, brownish basal memerane runs bet e basal ang the
durms. Methonemne slver stanng: Gomori PAMS stain. Wound of 2 ouys post wounding Idow) i The wousd edoss we demercated by & thn
padisade of serous- fbnnous, eviniccyies and culule nxudare Renwl HAE (9 Tha hee and of the colagen Danas Jppears as aCooEie SIS
wrebedded n the repant cust lstowl Masson's Incfvome (8l Prrivssculer beterophis cufl with pome smal yrphocytes. HEE Wound at
7 dow 1) A now epURTIS & CoWYing T aaral adgn Of thr wound, but is parvaly satachad Hom e cermas lrcw| HAE igh Detad of it base
ment membane 200 IBMZ) shoang numedous heterophis betwesan the epsdamms and the granuiomatous tisaue, MEE. (R The wound bed s
e ty abundant péasens and colller svuoutn. HAS Wound st 21 dow (1 New apraermis has o STt afleieenaime but detachments brom
the terms are preser fanow!. HAE. ) Detay of 2 vpper eoge of th waund Notn that the BMZ appears as a thin ani poarly stanaed band ooy
Paid WAth I MaGn 2000 owd. Mathanamne shvir stanng: Gomon PAMS.
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Wound healng histologica! fearuras

At 2 dpw, the thrae wounds samgled showed the surfsce
covered by & thin ayer of exudate composed of plasma,
fibrim, numaorous intact or degencerated hatarophils, ery-
throcytes and soma ced debrnis (Figure 3¢l At the wound
edge, the free ands of collagen fitras were degenerated
and infiltratod by md fibrnous exudate, sbundant noteco-
phis oftan degranubated ard occasional macrophagos
that definad a thin wound margm (Figure 3di At the per-
llesional dermia snd subcuts, the main mompholgice
changes were moderate acute hyperaomio, discrete
intarstitial osdema and prominent parivascular heterophil
cutts with a scarce or madarate number of small lympho-
cytes (Figuro 3o). The basal keratnotytes located at the
oagaes of tho epdermis showed discrato proliferative
changes but true re-epithelialization was not appreciated
a1 this time point and the BMZ appeared neatly cut into
the edge {Figure 3¢,d)

At 7 dpw, the three wounds showed the surface cav-
ered by a serous-celliar crust composed of a dense ack
dophilic projeinscecus exudate of plasma and fibein with
numerous niact o deganedated heterophds, erythrocytes
and cell debns. Degenarstad fragments of colagen bun-
dies appesred ambedded at the latersl aspects of the
crugts. Avanshie number of coccus-like bactenal colomes
WEre preésent within the crusts but not within the desms.
A new epdarmis with a charactenstc wedge shape
(basal and suprabasal strata, 2-10 layers thick| covered
the outer hall of the latecal wound edges under the crusts
(Figures 31 and Sbi, but the wound bed ramaned with no
epihalum and occupied by abundant inflammatory exu-
date composed of pasma, numerous hetacophds. some
macrophages and few fitvoblasts or anglotéasts calis (Fig-
ure 3ni. The BMZ was poorly defined and consstad of &
thin and intermittant band; detachments of the new epi-
dermis ware observed in twa of the throe wounds (Fig-
ure 3% The wound edges were Infiltrated by abundant
plasma, heterophils, macrophages and few lymphocytes,
Piasma cells were wory scarca At this time, the inflamma-
tory infitrate in the wound bed was similar but much
more abundant than those of the wound sides (Fig-
ure 3hl  Intecestingly, we often observed heterophils
located just beneath the basal keratinocytes of the now
epdermis whera the BMZ was formeng and active fibrob-
lasts wera closaly located (Figure 3gl

At 14 dpw, the wound surface was stll covered by o
crust similar to that ot 7 dpw. Keratinocyto profderation
was most advanced and re-epthelalzaton was com-
pleted m two wounds, dut in one biopsy the wound bed
persisted uncoverod. The new epidormes was thicker (8-
12 layers) and the basal and spinous strata were bester
differontioted, but 1he corn@um SUatum was moonspicu-
ous eqpecally ot the wound bed. At this tme, the BMZ
was obsecved as 3 poorly stained band with methena-
mino sivar technique; the BMZ was more roguist n the
outer latersl edges than in the wound bed, but In twe
ssmples the epidermis bocame detached from the der-
mis M doep 2ones. As 8t 7 dow, many hetercphils were
located |ust beneath the basal kestinocytas of the naw
epdermus wheare the BMZ was formng. The granulation
tigsue had & vanabs number of heterophds, macrophages
and ficcoblasts; angoblasts and vascular bugs wers

observed throughout the wound edges but ware most
abundant at the wound bed. Lymphocytc Infétrata was
most abundant at the penlesional dermis with & gradomi-
nating pervascusat pattam

At 21 dpw, the wound surface was covered by a crust
with sbundgant cell detns  Re-apithalializanon was com-
ploted but tho new epdermis showed varablo hyper-
pbsia among turtles. Tho basal membrane was more
compiete but still weak especialy at the cuter edges
|Figuem 3ij}  Prodferation of dermal melanocytes was
observed

At 28 dpw, the wound surface was still covered by
donse crusts composed mainky of celldar debris. Bac:
tonial colonies wero aiso cbserved throughout the
crust. At this tmeo, tha new opklormis (morg than 15
layars thick) showed all the strata defined and mild to
maoderate focal hyperplasa (Figure 4al. The granulation
tissue was sbundant throughout the wound snd was
composed of numerous active fibroblasts, angioblasts,
macrophages and scarce hetedophis. A vanabie quan-
tity of collagen fibres, haphazardly synihesized and
arranged (represented the maie featre of repanation n
the wound area). In one samgle, the granuishon tssue
WHS Mare (mmature showing simifar charctenstcs to
samples a1 21 dow (Fgure 4b); in the latersl edges of
the wound the collagen bands were often but not
always arranged paraliel to the epiderms; in the
wound bad the organizetion was less evidant. Repig-
mantaton was minimal and progreased  from  the
lateral edgas

At 42 dow, the crust was not obearvad over the epider-
mvs that appeared mikly hyperplastc but with welk
definpd strata ke nomna! opdermes Undear the opidar-
mes, the granuiation tissue  appearad with abundant
firoblasts and collagen fibres, and occaswonal foo of
macrophages and lymphocyies. Remodelling of the rew
connactva tssue wes maderate and progressed from
tha lateral edpes of the wound bed (Figurs 3d). At this
tima, tocal miittrates of active fiteoblasts, mphocytes
and vascular buds were stil present a1 the wound bod,
confeming that total haadng had not been acheved.
Repigmantation progressed ciearly in a cantripetal way,
both In tha opkiarmis and dermes

At 60 dpw, the epidermis was morphologicaly nor-
mal {Fgure 4e.dl or modarately byperplastic. The dar-
mes was occupied by mestly remodelied  conmactive
tissug, The number of fibroblasts had decreased o
refation to the previous tme point and the collagen
fires wore frequently arranged paraliel to the epider-
mis; nonetheiess, the rogenerated tssue coukd be dis-
tinguished  from the adjpcant normal dorms. Few
numbess ol mooomuciesr cels and mature  vasculer
vessels were still present, The BMZ was well defined
and morphologcally showed o fibrillar regular pattem
like the contred skin (Figure 4d, inset.

At 135 dow, the epidgerms showed al strata wed
defined and the BMZ was morphoiogically nomal (Fig-
ure do.f, insat, respectvolyl. The main change fram
B0 dpw wad the sdvanced ramogdéling of the new con-
nectie tissue. The collapen bundles were thicker than o
pravious stages. like nommal skin, but not yet identicad
Figure &f).
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Figure 4, 1) Wound heaing in Trachemys scrora nlegans Woungd at 28 gays poat woundog idpwi: jed Latoral wouna adga The new epdermnas
showes gimisr dMorantalion 0 the adacen] norme apTers wd B pRrsEten] Oust = obesrved Hasmatoxyin 5o aosn IHBE) (bl Dutad of
darvo-epdarmal unon showing rany SEeotyasss paraial 10 tha Gpio M 8nd Heteropis at the basemaent membrans 200 EMZ] erow) HEE
Wourd a1 60 dpw. 16 The epickecmes i morphongicaly nommal (o Mype HAE W1 A fed connective Ussus ond the collagen fibres
are Maguantly aanged patatel 1 the epdatns Paviod add Scont! rset Thi 802 & well Gefined ag morpholugicaty snowes & 1t ke chgulas pan
term larowsd PAS. drael mothenamme silver stamng: Gomon PAMSI: Woond at 135 dpw: k= and f) The epderra s completely normal with of
s wel gelined. The coRegan Bondes e INCEAT T 0 Erevious SSGES #0d remodeling Is most advanced, [fes corma skn. SMLE and Mes
son's 1nchvome, feapactvely. Fact: Mothenaming sdver stvnng Comot PAMS

Immuiotustochemical resuits a8 In e equivalent dog or human cells. Penkersting
Antibodies’ AE1/AES, Faator VIN, MAC 387, COJ and AETAES showed o diffuse, modersts 10 strong, cyto-
NCL-MSA showed the same cross-reéactivity in tuitles plesme  reaction wih the basal and suorabesal
@ 2016 ESVD and ACVD, Veravinary Devmarokgy 7
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karatinocytes both in normal and re-epitheliaézed epi-
demmis (Figure 5a,b.c) the corneum stratum dd not
stan. Factor VIl showed a granular or dffuse, moder-
810 o woak cytoplssmic immunostaining of endotheial
calls and some fusiform calls of the granulation tssus
(Figure 5di; moderate raacton was observed m the
arythrocyte memtrane. MAC 387 showed moderate-
to-strorg  dffuse cytoplasmic immunoreactivity  with
numeross macrophages of the wilammatory exudate
(Figum Sel; soma fusiform cells (farob@asts) and
ondothalind cells of the granulation tissue Wso roactod
with this Ab, CD3 showsd an intense-to-moderata
mambranous staining maction with numerous small
lymphocytes in the inflammatory exudate (Figure 56,
With NCL-MSA Ab, granular moderaie or week cyto-
plasmic immunostaning on fusiform cells Isuch as
angichlasts or fieoblasts) and endotholinl colls was
observed

Morphomstnic analysis

The evolution of the inflammatoey cell subpopulstons
trom days 2 10 80 dxi not follow an even trajectory in 8%
cell types {Fgure €). The number of hatercphiis reached
Its highest mean valua, 428 = 17.99 celisHMF
Imean = SD}. st 2 dpw and decreasad steadly slong tha
folowing controd times with & statistcally sigreficant
reduction {F<001) at 14 dow (1127 = 881 calls/
HMF) Ditferencas among armals, aspecially at 2 dpw,
were marked, as denoted by the high standard daviaton,
In contrast with the heterophil curve, the mean numbes
of lymphocytes was lower at 2 dow and pesked at
14 dpw (9.06 = 10.27| Data dspersion was very high
and differences from 2 dpw became statistically signific
cont at 80 dpw (P <008, The coll counts of macro-
phagas ware vary stable from 2 dpw (547 = 2,92 cells/
HMF) until 42 dpw (5.06 = 2.84 celsHMF), and mean
counts drew a fiat curve, In a smilar way to lymphocyte

Figare 8, 1) Wiund teabng of Traxchamps scrpts slegans me“ﬁtﬁlmnmﬁn ntenss ond -
hge oyIn0RemS imnnunostanng of taes and supab oG by ok 10w 15 the surtacs. ) Healng at
7 cays post woundrg oowh AEVAED reected _,mm o mumwm I Heslng at
76w Mummmonolmm 12 “wa LT 2 of Nan Wikktrand facton dfluse or
b ™ numorous and and fibrebis blanta cads. (o) Porr tar riitrate. Expres of COX
Mmmmmmnhmmwd»mmmm Exprasaon of MAC JH7- nornetous Wige roncre-
rear cole. maccnphage tyoe. show an interde cittute resction thraughaut ™he granuanon tesue Grows ABC method Maomatoodin counen
wlnng
8 © 7016 ESVD and ALV, Vareanary Dormatology
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Cutaneous wound healing In turties
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Figure 6. Moan counts of rfammasary colls at sach 1me poant trorn 2 80 60 cays post woundng Kiow) . Venes bars leprasent stancurt cevi
ton Statistcady sgficant ditferences tom 2 dow * P« 0.06; **P < 0001, ** P < 0001 (Kroskal-Walts test watn Dunn's Muligee Comparson

Toso

couns, differances from 2 dow becameo statstally
signficant by 60 dpw (P < 0.001). Firally, tha number of
forobdasts. increased slowly from 2 dpw (233 +
158 cels/HMF) 10 60 dpw {300 = 908 cellsftHMF}, and
diforences ware statstionlly signficant at 28 dpw
(P <001}

Discussion

The current study demonstrates that cutaneous second
inenton wound healing in Trachemys scripte olagats
exposed 10 uncontrolied daily variations m ambient term-
parsture and lrea sccess 1o water, progressed slawly snd
with an ingolent behaviour. Although basic mechanisms
are essentialy equivsient 1o those descrbed in mammais,
birds and some. feptile species, - there ware signdicant

® 2016 ESVD and ACVD, Verannary Devmarokgy

clinical and histopathological difforences. Specificaly
wound contraction was imited, the crust persisted at
\ast until 28 dpw, in spite of the finding that re-eprhelal
zation was histologcally comglete from 14 dpw n many
animas  Also, actvp inflammation  extondad up 1o
28 dpw [or boyond) and connective tissue restoration and
remodelling was achieved from 42 1o 135 dow

Climcally, cutangaus wound contraction in turtles was
Mnited and nonsgnificant, At 28 gow the mean wound
contractan was less than 10% ol the orgainal wound. As
has been descrbod in snakes, turtles formed a persistent
drigd orust over the wound bod and haaling was charac
1arized by epithelighzation wder the crust that decregsad
n thickness as the dermus filled the skin defect " This
result was comeiasted with the microscope lindngs ds-
cussed ater on. Skin wounds decreased in size durng
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the first 3 weeks (T1, 72 and T3 measurements), but
from these tme ponts omwards, wounds Increasad in
size and most wounds still hed a surface crust 6 weeks
sfter wound creaton. Healing of cutaneous cwcular
wounds n snakes folowed a simdar pattern, because In
8ll ammals the shape of wounds dd not decraase and this
finding was not affected by ambient tamperature.** Con-
trary 10 what has been described n bearded deagons,
C7Us1S in furtias did not grevent visualizabon of the wound
e0ges and thers was no Nesd 10 remova tha crusts to
measure the wound perimeter ' Sp the skin bopsy
punch model was consdered an approprate mesn of
assessing wound contraction without mterfering with
wound healing Becauea of this reduced wound contrac-
von, the wound size wes rocorded only during the first
4 weeks when differencas were more easily ssan Thera-
afier, wound contraction was even siowear and this initiad
penod of 4 wooks is considerad long anough 10 assess
the offocts that any thorageutic Intarvantion might have
on wound heaing.

In mammals, cutaneous wound contraction eocurs prl-
marily due to the prolferation of the granulation tssue
from the wound edges toward the centre ™ This
moton s probably centred in the gramulation tissue. s
effectivoness in mammaés is the result of the large aroas
of mobia skin and well-devoloped cutansous muscles,
In trties, the Bck of wound contracton resembles
observations o bzards which, as i turtles, do not
dovelop @ contmuows bed of granulation tissue, have
les5 mobie skin and fck cutaneous muscles, '*#* How-
ovar, this slow process of weund contraction saamod to
be greater in turtles than in other spocies of raptiles This
finding could be related to expasure of anmals to vari-
fions in gmbEnt tempsratures, wthough i the presant
study ternperatures wore atways within the range of phys-
inlogical pctivity of Trachemys scripta elegans.'® Boarded
dragons with similar cutaneous wounds demonstrated
50% chsura after 17 days: whereas tree Szaeds (Uro
Sawrus omatug) healthy males, mamtaingd at 27°C and
recoving @ 3.5 mm punch biopsy, took 3 mean of
14 35 gays 10 heal and the wound size was almost zero
after 20 days. "7 This rate of wourd closure fepcrted in
lizarcts = taster than that cbserved m mammals When
4 mm purch topsies were used as a modof of acute skin
healing in healthy human valundeers the average time
achieve 100% closure was 20.75 daya 7'

Total wound healing is considered to be the sum of
contraction and egpitheialization ** Tha scant wound oon-
traction found 0 turtles could contribute to longer cxca-
trzaton times compared wath other reptdes, but apant
from difforences batwoen species, othor factors may
have contrbuted 1o dolsyed wourd healing in ous Study.
Previous reports about wound healing In reptiles man-
tained the snimals in a resticted habitst with fixed tem-
peratyras, whereas in our $ludy animalis were housed In
outdotr facimes 1o regrosuce raal living conditans fof tur-
ties, as pets of o the wid, Accordingly, the turties were

P 10 daily var M terrpaermniure and humedity,
had free sccess 1o water and sunbathing. In snakes, neal-
ing of skin wounds could be sccelerated by hokdng the
reptiles 81 the upper end of their tempersture range ¢
Lower night temperatures may have contributed 1

slowet wound healng. Also, other potential compications
such as bacterial mfection, interaction with other indwidu-
als and exposure o water could have negatwvedy influ-
enced the ccatrastion procass. indeed, bacterial colones
were founa microscopically in some of the second bop-
sies collectad from Group 2, thus stressing the need for
the use of antiseptics. Also, exposure to watar could have
influenced the gross festures of the surface crusts
because, at the \as: control on 28 dpw, all crusts became
mora humid and nad a mucod 1exture. One explanation is
that animals spent mora tima in the watar a1 the end of
the axpernmant because the weaather was warmar. This
long healing tme and exposwre 10 potential compications
|ustify the search for practical troagtmenis to spaed up and
Improve the ccatrzation of skin wounds in turties.

Qur rasults showed that sscond mtention wound heal-
ing folowed the same tissue responsa patiern described
In others sgeces but wath relevant afferences. First, was
the anormous overiap of the inflammasory and prolifera-
tive avants, which became highty chronio {some wounds
wined and waned during healing at least until 6 weaks
post woundngl Second, the granulation tissuo was
5CArce Of modarate at the iateral edges and moderats-to-
shundant at the wound bed = '* ' thig finding is contrary
10 previous studes in snakes that describod wound heal:
Ing from the bteral edges Third, the BMZ s momphokgi-
caly immature during many wesks (60 dpwl which
coincidges with tha fragilty of the dermo-epraermal union
observed in this study

Regardng  ro-opithafialization, the present study
showad simiar resuils to previous studies, in which re-
epthelalzation was complete by 14 dow, although toml
layer diffgrentation, regarding epidermis - thickness and
strata differentiation, was not evident before 2B or
42 dpw ®? The migration of keratinocytes seomed to
take place across an ackiophiic matrix formed by plasma
and fibrn exudate, and probably other protains produced
by fibroblasts. Imerestingly, during ro-epnhddnhcm.
also observed many h phis closely |
keratinocytes and the fibroblasts dtsposod paraliel to the
surface, sugpastng their participations in the process of
BMZ groduction ® Immimostaining with AE1/AE3 Ab
highlighted the morphological features of epdermal
regenoration in wound heaing

During the axpenment, the BMZ appeared pooly
defined using siver and PAS stains up 10 28 dpw; it was
most mature of morghologically narmal at 80 and
135 dpw Thase features coud justdy the oasy dotach-
mant of the regeneratod epderms fraom the subpcent
dermis 2t 7, 14, 21 and also 28 dpwe The persistence of
active granulation tissuo in the wound odges could be
related 10 the slow BMZ maturation; the sub-basal lamna
fitxous zone depends on type VIl collagen produced by &
population of fitrobl closoly posed 10 basat
keratinocytes. To the best of mo nulhm & knowlotge,
although the BMZ répresents & critical  atructure
betweon the mature epxommis and dermis, i is eiher
poarly o not documnented as present dofing wound
healng PAM VAN Furner studies are necessary 1o
batter charactense ths complex Structure in reptile san
and (15 role in anchoring the epidesmis 1o the dermis dur-
Ing the healing precess.
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Concoming the inflammatory response and connective
tssue proliferaton, the main cets of the Inflammatory
respans0 were assessed quantitativaly dunng the oca-
trzation process. Our data showed that thor dynamics
reproduced the classic pattern of seguantial cell migration
reportad m humans, but with ‘ongar time spans ~ In
humian socond intanton wound hasing, cell counts for
routrophils, macrophages and lymphocytes reach thelr
maximum after approximately 2, 3 and 5 days, respec-
tvedy ™ By contrast, tha same temparal sequence nor-
mally occurs @ turtles Ister; hoterophils, macrophages
ana lymphocytes paaked after 2, 7 and 14 dow Anothar
rofovant differance when companng second intention
wound heaing m humans and o turtfes was that betero-
phils and not mactophages were tho predominant cols. In
humans, macrophages play a cntical role = wourd healing
and, more specifically, in second intention wounds These
celis constitute the predominant population before foob-
last migration and rephcation, and tha granulation tissue
they form piays a key 1ol in wound contracnion, & mapr
componant of sacond intention wound healing

Histologeally we have found differences betweon this
study and others. Haterophils were the man aarly cails of
the iflammatoey sxudate; they pesisted in the wound
until lgter s1ages, in keepng with previous stugies *° The
role of heterophils an reptikan wound healing is poorly
understood. In Amencan allgators, it has been consid-
erad that they play 8 similsr role 10 that of polymetphanu-
clear leucocytes in mammals, providing a local barmer
8gainat bacterial invason rathes than actively influencing
the prograss of repair ¥ 7 Qur results show that the het-
ephis were not1 only the mast ravalent inflammatory
colkia, but also the closast 10 the derme-epidermal union
during the re-epithelialization process, which suggests
that thay could play an important role in restoring the
BMZ {parhaps in clearng serous-ftkinous exudate and
cel dobrs from the anchonng zome) Neoutrophés and
macrophages contribute to tha proffaration and migration
of other inflammatory and masenchymal cells via oytoki-
nes and growth factor release *

Monocytes/macrophages were present from early
stages untll 42 dow n similar numbers; they progres:
sively dectoased until 80 dpw. The assocation of macro-
phages with areas of abundant fibrnous exudate and cell
dabris confirms their role as phagocytes as in mammals
and snakes, playing Bn important part n wound detrido-
ment and froplasia **7 In mammals, macrophages tend
to peak 1 number at 45-72 h and remain longer (days 10
woeks), paMcpatng in A more compkex way in wound
heaing.® We think that they may play similar roles in rep-
tie wound hoaling In the iImmunchistochomacal study,
MAC 387 was found to be usetul as a histiocytic/macro-
phage marker 10 help charactenze macrophages in the
indlammimatory exudste

Fibreblasts ond angoblasts, &s tha man comgonents
of the granuiation tssue, weare present both n the wound
bed and |eteral edges; nonetheless, in many samgles
Eranulation NSsSue was most praminant at the wound bed,
contrary 10 what has been described previeusly In kzerds
and snakes. but more similar to mammalg 1808 TR
Anhough those studies concluded that the lateral edges
play the man role in reptle wound healing, cur results

© 2016 ESVD and ACVD, Vertevinary Devrmatology
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documant that tha wound bed contrbuted at least equally
10 healing. Angoblasts and vascular buds were scarce n
the peolferative process. Factor VI was wseful to
mmunostain endotnalial cells of capilianies and some fusi
form mesanchymal calls in tha granuiation tissue.

Lymphocytes wera obsarvad as the main cef of the
parivascular nfiltrate from 7 10 42 or 60 dpw, but thoy
wera scarce-to moderate at the granulation tissue; more-
over, the majority of ymphocytes wera CD3+ (T lympho-
cytes) The rofe of T lymphacytes in wound healing has
been wigely studied in mammals and indicates a regulr
tory effect in wound strength and keratinocyte prolifera:
tion ®% In septies, litte is known about their rok; one
sty describod that pervascular lymphoid cutfs wero
briofly prosent 2arly in the hoaling process in snakes heid
ot 21 and 30°C, This seams to correspond 1o the perivas-
cular "Basophilic mononuCear celis™ descnbed in the
miiammatory response of aligators and to the perivascular
wymphocytes describad = chickans 7" Thrombocytes
could not bie evaluated. In turtles, they have & smilar func-
ton fo the mammalian pfatelets, includng & role in
haemostass and wound healing, Thes acton & mainly in
the first 24 h postnjury (haemostas:s phase), for this rea.
S0 1hay ware 10t seen in auf histological study 757

The most important immunohistochemical feature of
this study was that there appeared 1o b Cross-reectvity
of five antibodes with the equivalent tissue cells of ur-
ties; that aliowed 13 to better characterze re-epthelales-
von, the nflammatory cefls and vascular buds dunng
wound haaing. Antibodes AET/AE3. CDE and MAC 387
showad axcelent immunastainng with keratnocyles of
the basal and spinous layars, T ymphocytes and macro-
pheges, respectively. In a pravious study, the karatino-
cyte marker AE3 showed cross-rasctwity in lizard and
turtle skins.' To the best of our krowdedge, the AET/AED
keratinocyte marker and the rest of the antibodes used in
this study have nat been tasted before.' The present
analyss damonstratad the usefulness of thase celular
markess for the morphologeal study of wound heakng
and that thay could be a potential tool for further studies
not ealy in wound haaling, but also to batter characienze
histopathologica! lesions in turtles

Bocause of as duraton, tho presant study tried to
addross skin healng undar tha norma! environmaental con
aitions encountered by tha turties. but this approach
ntroduced severnl imitatons. Anmals wore exposed to
uncontrolied temperatures. had free access to water and
the durations of time that tha turties spent immersed
warg not recorged. Although the study was carried out m
sprog, whon the turties are moee active: mtabiolically,
tho varatans in tempetature and the exposure to water
may have axtended the cicalnsation process because
reptile hesling & highly depsadent on P sé. These
aifferences are important whan companng our results
with previous avaiatia roports that have used teerastrial
reptile species maintained at controlled temperatures
Local hetics and nor wdal antrinflammatory
arugs wore not admnistered for fear that they coukd nter
fare veth the inflammalory réscton duing healing Nar-
cote analgescs could have been used bacause they ae
jess kely 10 interfere with wound healing. but, after
racovanng from the general anaesthesia, animals dd not
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exhibet signs of pain or behavioural changes in the subsa-
quant days

In conciusion, 10 the best of our knowieage, ths is the
first study on tha maophological characterzaton of & mm
cutaneous biopsy wound haaling n turtias, or aven in reg-
tilas, axposed 1o dally vanations in ambient 1lempersture
and froo access to water, Wound hoaling evolved slowly
with an indolont behaviour and there ware significant clini.
cal and histopathological diffarences compared with mam-
mals, birds and othar reptle species  Norethaless,
wounds woro clincaty healed by 42 dow, accordingly,
redaasing turties back to their habitat after opsy collection
would be justdied because prognos:s for subsequent heal-
ing is good. Additional studies of turtle cutancous wourd
headng are needed to more accurately dofing the colluiar
and mokicular mechansms invoved n the complex regu:
Intory system of ths physciogical process. Also, i nves-
tigation of therapeutic interventions 10 mprove wound
healing in turtios would be pstified. The modal presontod
heeo may be useful 10 ovaludte wound treatments @ the
future. alowing meanngful comparsons between ditfer-
ent thesapies.

Acknowledgements
The authats thank the Zoologesl Garden of Cérdoba

(Span) for ther faclines and all the s1aff for their suppon
\n cartying out this work.

References
I Abad L Spnsi E Toni M. Dflerentation of the opdesma n
wee an el QagFic and kiac-

vophoreic sralyss Acts Mstochem 2004, 108 379 39

2. Noton TM Crelonans amergercy and ooca carn Semn
Avawy Exor Pt Med 2005, 18 106-130

3 Vela D Managamens of 1oshiweter Ll anel inues Lab
Anm (NY; 2009, 381314,

4 Magashima H, Shibats M, Tarvguote M st ol Corpsrstne study
of the snefl development of hare andd saft-shatea nrtles JAns
7014, 225 60-70

5 Smuin DA Sangr 1K Hoolvg Of CUtanoous wound i 1e com
man garter snake. CanJ Ve Res 1068 52: 111119

B Attzhal MA, Dar-Figueca A YWowre! managamant © repties
Vet Ol North A Exot down Porce 2004, 70 123140

T Menut S Meyit J Inna © Acatoony and plwsoiogy 0
Machrrus S, Wikirsan R, Meyer 4 eds. Medione and Surgerny of
Tortoesos and Turses Ol Becewol Pubésnng 2004, 36-37

B Baum CL Apey CJ. Normal cutanoous wound heaing: chnical
COreBBot Wil coluli Wl molsculsr dvents Deimiod Sovg
2000 31 6746,

0. Sctvamd 5, Seestraen ARL Frant | ot ol Wound bening o the
215t comury J Am Acad Dermasa! 2010, 83: 854-881

W, Aede M. Sorg H Wound reper and regeoerstun. Ewv Sorg Res
201243 35 43

11 Martzoo M. Viganto J, Lappain P et ol Cranocaudsl o flerences
I GranuREon N5ue fOManan &) Sxpuimental study in tha rat
Wound Repav Regen 1993 7 119 120

12 Naysk BS. Sandoun R Agogwe A ot 4l Wound-huwing polen
1l of an emanol extract of Caric pepayw ICancausse soecds v
Wound J 2012 & §50-655

13 Witmine M, Van Weeron PR, Stok ™MW et al. Oflerecces n sec
O acROn wound hesing between horses and ponss hatos
legical aspects. Equine Vot J 1993 386167

14 Gohing MW, Hendersos RA, Swnl 57 et ol Cutsrmous wourd
makng N P CAT A MACIOACOME AeL0TRNON 0 COMPArson

2

with putaneous wound noalng o the dog- Vi Swg 2004, 33
579-587

14, Keder KA, PaurMurpryy J, Weber Sill et o Aszessment of pls-
Ykt chor remdd rowth Laction aming & sgrieiod Tull thoxeas derthat
wound model n bowrdod dagons [Fagons winceps. J Joo Wah
e 2014 45 666-874

16, Moa S Ba M G e of
Machrthur S, Wisrmon R, Meyer J, sds, Medcnemd&xm
af Tomoses and Turties, Qtond: Bacuwed Publsneag 2004, 93-
=1

17, Jemengz CR, Poar EciR RA, Jover A 61 al Immusoisiochan
co' Muddy of norm Lesues of lwards In: Fracoedngs of the 1th

Cangess af he 5 Socwty of Hsnlogy s Ing
Infermanons’ Congress of Mstology and Tesue Enginsenng
007, S10M (Alawac)

19, Negee 1, Gl ), Mozes E ot o immunohatochamcal study
of #0 sun O the trtlas and s Gxpeenenlal heslog In Fro
m«n:rnwmmummmm

W Spen 2015, 102
Avanbh a mqummmuw:amm
¥ kn Spanah| Acosssed Feb 24, 2016

19, Forog J, Day MY Martin MP @t 8 Imntunohsiochomcal sty

of the vilsrrmssey infitrate with felme
cod WS and g THsons Inctrie k-
atessl Yot immunol Ammuncpathol 1999 63 1145

20, Franch 53, Matt XS, Mucre MC The sffscts of strass an wesng
heaing n mse vos hiwds (Urassunis omatus! Gan Comp
Encocno 7006, 145 138-132.

21, Hom DB, Linza 8M, Hueng TC. Tha naaing ettects ot auscie.
Do patelet gel on stute hurmen skn wounds. Acch Faow! Mesr
Sag2007;9 174183

22 Smath DA, Barxer 1K, Al 08 Tre stfsct of srebant tempees-
g and type of wound on Aealng of Culaneo.s wounds i 1he
common garter ansce {Thamnopdys setadsl Can J Vet Hes
1568, 52170126

23. Swan SF Sugwy of T S Manage g
Raconuienion i the Dog sl Cat. Phindaipha, PA WE Swn-
ders, 1980, 20-114

24 Madersan PRA, Rath S1 A hatclogos atudy of the serly stages
of outanecus wound healng N kzands @1 wwer and 0 wino J £ap
Zoo 1972 151y 175366

25. Mauion EA. Poars Keonody J Skn and appencages. 1y Maxe
MG, od Jubli Kervedy and Palner's Patfoiogy of Oorressic
Anmals, Volume !, @h edsen. St Lows MI Esevier, 2015
513-618.

M. Pt JE Baba A Ungerstandng the 1o of mmunae regudation
nwourd headng. Am J S 2008, 187 115168

27 Matee MR, Actens FD. Ennght #M ivtameiaco bl by
SUbCAICOWE LWpenine inoculdlion of young Arencan alige
o LASDaler mosssasananl. Am J Wer R 1564, 45 1870
182

28. Simpson DM, Rosa R The neuliophie 100kocvie @ woung
rapa A Study with Beeusophil saeum. Jf CAn Jvest 1972, %)
2000- 2073

79, Curtsen HC, Al 8. The acate milemmatody meacson o chicen
wiery Hood celular respanse Avan Dvr 1970, 14 §17-833

0. Aapin AE Roptian complote Diood count. In: Fuage AM, 00
Latovatory Moctove - Avan and Exorc Fets. Prasonph, PAC
WE Saundarg. 2000, 155 196

Supporting Information

Adaditionad Supporting Information may be found in the
online version of this article.

Figure $1. Maxmal and mwnimum ar temperaturas 1egis-
terad daidy o1 the turtle promises curing the study porod,
20 April to B August 2013 Data logger was placed T m
above ground IDigital thermometor Microlite USB data
loggers LITE 5032°P, Fourtec Faurnar Tachnology, USA).

02016 ESVD and ACVD, Vetermary Dermatology

112

Tesis Doctoral UCO



7. Publicaciones

Cutaneous wound healing in turtles

Resume

Contexte - Los plaes cutandea son fréquentes chez les chélomens. Les cntéres cinmques &1 histologr
ques do la cicatrisation des plaies dans cos espoces ne sont pas bion décrites, empochant I'évaluation do
NOUveaUx Tratemenis

Objectifs - Décrire los critbras chniques ot histogatholkegaues de la cicatrasation des plkes cutondes choz
| tortue a orellles rouges { Trachemys scripta sfegans).

Sujets - Vingt-quatre femelies adultes vivant en extdnour, avec acces ibre i I'ess el oxposdes & des vans-
tions de temperature guotidiennes

Methodes - Des biopsies punch de 6mm d'epaissewr ont até rastsesas dans les memores posiénaurs
Les tortues éraient asskndes su groupe 1(n = 12 pour évalustion clingue) et au groupe 2 {n = 12 pour
dtudo mcroscopaue). Lo groupe 1 a éte photographio a jour 1 @t chague semaine jusqu'a 28 jours aprés
cicatrsation. La rétraction cicatnicielle 8tait exprimés par i poufcentage de a réduction du parimétre. Pour
lo groupe 2, troe plases cutandes ont 416 peélevédes & jours 2, 7, 14, 21, 28, 42, 60 and 136 aprés cicatrisa
tion pour étude histopathologaue La méthode de cokoration ABC {avidin-biotin-peroxiase) a été utiliséa
pour Bvaluer Cing BNLCOTPS COMMEICIALN,

Resultats ~ La contraction de plaie &tant kmitée: les croutes ont persisté au moins 28 jours Ls 1@
pithéhalisation était compléte a jour 14 pour la plupart des anmaux, une inflammation active 3 persiste
(U ' 28 ours; k recensttution e le remamement des tissus cononctifs ont é1é attert entre les jouts 42
a 135, AE1/AE3, Factor VIIl, MAC 387, CD3 et NCL-MSA ont montra une 7éactivité croisée avec leur agquk
valent cellulares dans les 1S5us de tortues

Conclusions et importance clinique ~ Lne ceatrsaton de seconds intenton a prodgresse lentement et
do fagon indolonte. Microscopequemant, || y avat une superposition marquée entre les phases inflamma-
1oires et profifératves sur une longue pérode.

Resumen

Introduccion — a3 herdas CUIANEas 800 COMUNES BN queldmos, Las caraciensteas clincas e histologcas
de 13 cicatrizacion de herdas en estas especies no &stan bien descrita, o cual dificulta evaluacion de nus-
vas terapias,

Objetivos ~ discriar las caractersticas cinicas e histopetoidacas de la ciatraacion do heddas enfa tor
tuga acuatica de ore@s roas | Trachemys scnpta alegans)

Animales - 24 hembrag aduftas sanas alojadas en el extanor con sccaso lwe 8 agua y expuestas disne
mente & vanaciones de temperatura

Métodos - biopsias de tpo punch del grosor completo da 1a ped de 6 mm fueron obtenidas ¢a los miem-
bros posienores. Las 1ortugas fueron asignadas al grupo uno (n~ 12 para evaluacidn clirca) y grupo dos In
« 12 para estudio microscdpcol. Bl grupo uno fue fotogratiado en el da uno y semanakmenta, hasta los 28
digs res la produccion de hendas. La retraccion de handas fue expreseca como €l porcentas oo la
roduccion dol parimetro. Para of grupo dos, s¢ obtuvioron musstras de tres hetkdas da la pel on los dias
dos, 7,14, 21,28 4260 y 135 tras la produccion de heridas para estudio histologico La tincién de avwding
biotina-peroxidasa (ABC) fue utilizada para evaluar cinco anticuerpos comercales.

Resultados = !a retraccion de heridas fue limitada; 2§ costras persisticron ol menos durante 28 das La re-
apitelizacon fue completa en ef dia 14 en muchos animiales; la inflamacion activa persistic hasta ef dia 28,
18 reconatitucidn y remodelaciin del tepdo conective se abtuva entre |05 diss 42 a 136 Los enticusnos a
AET/AE3, Factor VI, Mac 387, CD3, y NCL-MSA mostraron reactividad cruzada con las correspondiontes
cfluas equivalentes en los tedos de tortupa

Conclusion e importancia clinica ~ [0 CCRINZACION POr SHGUALA NTBNCGN PIOGIESO lentamonte y con un
comporiamento indoente. Microsodpicamente huba superposicion de 155 fases inflamatoras y probferat
vas durante un largo periodo do tiemgo

Zusammentfassung

Hintergrund - Hautwunden kommen bei Chedona hauhe vor. Die kiischen und histologischen Madkmale
der Wundhailung bei deser Spazies sind nicht gut beschraben und das verkindart die Evaluigrung neuer
Theragien

Ziele - Dier Beschiesbung klinischer und histopathologscher Merkmale der kutanen Wundheilung der Rot-
wangenschmuckschildkrote {Trachemys scrpta elegsns)

Tiere - Viorundzwanzig gesunde erwachaene welbliche Twre, dio in OffenstallEnrchtungen mit fraiem
Zugang zu Wasser gehalton wurden und die einee taglichaon Variaton dar Tomperatur ausgesstzt waren
Methoden - Ful-thickness 6mm Hautbiopsie-Wunden wurden an den Hinterbeinen gemacht. Die
Schildkrdten wutden in Grugpe ! (n=12 2ur Klinischen Evaluerungl und Gruppe 2 (1=12 2ur mikroskopr
schen Untersuchungl engeteilt. Grippe 1 wurde am Tag 1 und wochentiich fotografiert, bis zum 28 Tag
nech der Verwundung. Die Wundretraktion wurde ais Prozentantad der Reduzerung des Umfangs
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ausgedrickt. Fir Gruppe 2 wurdan von drei Hautwundan zir hisiokgischen Untessochung am Teg 2, 7,
14, 21,28, 42, 60 und 135 nach der Entatehung der Wunden Proben entnommen. Es wurde d= Avdin-Bo-
tin-Pecoidase (ABC| Farbetechnik angawendert, um finf kommarzietia Antkorper zu testan

Ergebnisse - Diz Kontrahwarung der Wunde war limitiert, ene Kruste bestand minoastans 28 Tage ang
Am Tag 14 war die Re-Epthelialisierung bas valen Tiaren komglett, eine aktive Entzindung bestand bs
2um 28 Tag: die Restrukturierung und das Remodalling wurage zvaschen 42 und 135 Tagen emeicht, AE1/
AE3, Faktor VIII, MAC 387, C03 und NCL-MSA zeigton oinp Krouzrosktwitat mit den Countorparts dor Zob
fan im Schikrdrangawebo

Schiussfolgerungen und klinische Bedeutung = Die sakundare Wundhelung schatt nur angsam voran
und zmsgte om indolentes Verhalten, Mikroskopsch bestard Uber ene lange Zeitphase ene deutliche Ubor-
lappung der entzindichen mut der proliteratven Phase

=

TR — DAEOTENONING -RIITHAE, COMMRCEIAHNHEOUET « B HE PRI
FIHESNTES « ERICLTHRLLG ST RANSCLE.
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Abstract:

Compared with mammals, wound healing in reptiles is characterized by reduced wound
contraction and longer healing times, The aim of this study was to describe the clinical
and histopathological effects of topical insulin on second-intention healing of
experimentally induced soft skin wounds in Trachemys scripta elegans exposed to daily
variations in ambient temperature in an aquatic environment,

Forty-four healthy adult females were assigned to two groups: Group | (#24) was used
to assess clinical features such as wound retraction: Group 2 (n=20) was used for
histological evaluation and morphometric analysis. Topical porcine msulin (5 1U/ml
diluted in glycerol) was applied daily one week. For each control time (2, 7, 14, 21 and
28 days post-wounding), inflammatory cells (heterophils, macrophages, lvmphocytes
and fibroblasts) were scored by twa pathologists. Mean wound retraction was greater in
the insulin-treated group at each time point and differences were significant at day 28
(P<0.0001). Insulin-treated wounds had significant higher mean counts of heterophils
(day 7). macrophages (days 2. 7 and 14) and fibroblasts (days 14 and 21). whereas
lymphocyte counts were significantly lower at day 21. These findings demonstrate that
topical msulin modifies the inflammatory response of turtle soft skin up-regulating
inflammatory cells at carly stages and promoting wound healing, Compared with
control wounds, differences in wound re-cpithelization, collagen synthesis and
remodeling of the wound were also present. Topical insulin is a potentially useful
therapy in soft skin wounds of turtles and should be evaluated in non-experimental
wounds of turtles and other reptiles.

Keywords: Trachenys scripta: Wound healing: Topical insulin: Skin: Reptile

Introduction

Skin wounds are common in reptiles Kept in captivity induced by a variety of causes as
thermal burns, trauma, surgery, improper husbandry. unsanitary conditions, and stress
(Brown and Sleeman 2002: Cooper 2006: Keller et al. 2014). Reptiles heal more slowly
than mammals. with the rate of healing being temperature dependent (Maderson and
Roth 1972 Smith and Barker 1988). This peculiarity makes reptiles prone to secondary
infections, chronic ulcers and prolonged treatment times. Complicated skin wounds
often require second-intention wound healing (Swaim et al. 2001: Sardari et al, 2006),
that in soft skin of reptiles is characterized by reduced wound contraction and longer
healing times than mammals (Smith and Barker 1988; Keller et al. 2014; Negrini et al.
2016). These specific features further compromise wound healing in these species and
prompt the research on practical treatments (o increase wound contraction and improve
averall wound healing.

Several studies have examined the potential use of growth factors, especially in the field
of wound healing. Unfortunately, the high cost of producing purified growth factors has
prevented their integration into standard therapies. Alternatively, insulin has been
reported to promote wound healing in mammals and. in contrast to other growth factors,

2
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77 is affordable and universally available (Hrynyk and Neufeld 2014; Azevedo et al, 2015),
Some animal models have shown that systemic insulin treatment improves healing of
fractures (Gregory 1963), whereas topical insulin application also promoted healing of
thermal traumas and incision wounds in rats (Hanam ¢t al. 1983; Apikoglu-Rabu et al.
2009; Chen et al. 2012a).

28383

82  Insulin is a peptide hormone and growth factor with several physiological roles. It is
83 primarily known 10 maintain glucose blood levels and protein synthesis. but over the
84 past century it has been demonstrated that insulin also plays a pivotal role in cell
85  differentiation. These important metabolic and mitogenic cffects are mediated through
86 an insulin receptor that is present in virtually all vertebrate tissues (Kahn 1985 Chen et
87  al. 2012a). Several studies have confirmed the presence of insulin in the pancreas and
intestine of different specics of reptiles including chelonians (Perez-Tomas et al, 1989;
Gapp and Polak 1990; Campbell 2006). The chemical nature of chelonian insulin is not
known but the same antiserum against porcine insulin readily stained f cells in
Chrysemys (now named Trachenys) and in other chelonians pancreas as well as in
92  mouse und rat pancreas (Gapp and Polak 1990). However, a review of the literature
93 demonstrated that. despite evidence of a significant role for topical msulin in the
94 promotion of wound healing in several animal models, few works have been focused in
95  reptiles. The red-cared slider is a terrapin widely distributed in North America as a wild

2888

96  reptile, It is also common in Europe as an imported pet what makes this species suitable
97  as i model for the study of soft wound healing in chelonians and other reptiles. The aim
98  of this study was to describe the clinical and histopathological effects of topical porcine
99 insulin in the second-intention wound healing of experimentally induced soft skin
100  wounds of Trachemys scripta elegans exposed to daily variations in ambient

101 tempersture in an agquatic environment.
102

103 Materials and methods

108 Amimals

105 Forty-four adult females of the species Trachemys scripta elegans (range of weight 1.2
106 to 2.3 Kkg) were used. All animals were deemed healthy based upon physical
107 examination, packed cell volume, and faecal flotation analysis. Turtles were
108  individually identified with 8 microchip and housed outdoor in nine vivariums with an
109 arca of 3 m*; every wivarium included a plastic poof. Water was changed daily and was
110 obtained from the public water service that carried out physicochemical and
111 microbiological controls twice monthly. They had free access 1o a sunbathing area and
112 were fed ad libitum with a commercial diet (Aquatic Turtle Monster Diet. Zeigler Bros,
113 Inc., Gardners, PA 17324, USA).

114 After a period for adaptation, the animals were assigned to two groups: Group 1, with
115 24 animals, was used to assess clinical features such as wound retraction: Group 2, with
116 20 animals, was used for histological evaluation where sets of wounds were biopsied at

3
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defined time points along the cicatrization process. Both groups shared the same
premises and climate conditions (tempersture range of 9.7 10 40.5°C and humidity 45 -
58%), that were considered adequate to study wound healing becnuse comresponded with
the appropriste temperature range (ATR) for these freshwater wrtles (McAnhur and
Barrows 2004),

Sk woumnd iopsy

The animals were anaesthetized with ketamine (20 mg/kg imramuscularly (IM).
Imalgene® 100 mg/ml, Merial, Barcelona, Spain) and detomidine (0.5 mghkg IM:
Domosedan® 10 mg/ml, Lab, Esteve, Barcelona, Spain) both injected on the front legs.
Without previous disinfection, one wound was made on the dorsal uspect of cach rear
limb using a disposable circular scalpel 6 mm in diameter. Wounds were symmetracal

because previous studies in rats have shown differentinl healing of cutancous wounds in
the same animal d ding on their cranial-caudal location (M etal. 1999).

After every procedure the amimals were housed in individual terrarims at room
temperature for approximately 12 hours. Following this recovery period the animals did
not show signs of discomfort and were returmed to their vivarium Local anaesthesia and
post biopsy analgesia or anti-inflammatory therapics were not administered, 1o avoid
their impact on wound healing. Haemorrhage was minimal in all wrtles and coatrolled
with digital pressure. The skin biopsy samples obtained at wound-induction time were
fixed in 10% tamponade formaldehyde during 16 to 20 hours, processed 1o paraffin-
embedded, stained according to routine histological procedures and used as control of
normal skin.

Insultn treatment

Porcine insulin (Caninsulin® 40 1U/ml. MSD Animal Health, Salamanca, Spamn) at §
IU/mi diluted in glycerol (G3516, Sigma-Aldrich, Inc., Missouri, USA) was
administered 6 hours aller the realization of the inital biopsy and daily during the first
week post-injury. The contralateral wound received only topical glycerol. Afier each
application. the animals were kept out of the water for a period of one hour.

Clinical eviluation of wound healing

Clinical evaluation of wound retraction and overall healing process was peeformed in 48
wounds from Group | (24 nsulin-treated and 24 controls), Wounds were photogripbed
on day 0 and weekly until 28 days post-wound (dpw) (time points 10 w0 T4) using a
macro leas (Nikoa AF-S DX 40 mm). After this four-week period, image analysis
software (Analysing digital imaging: Global System Science: University of California,
USA) was used 10 measure wound perimeter ut each time point. Wound retraction was
expressed as the percentage of perimeter reduction from the initinl wound, Other
measurements, siuch as area and dinmeter, were evaluated and provided comparable
formation. The photographs were examined by two observers, blind for animal and
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155  time point of each wound. The correlation coefficient between observers was 0,98 as
156  calculated from 20 repeated measures of wound perimeter,

157 Histological study

158  For microscopic evaluation, a total of 40 wounds (20 insulin-treated and 20 control)
159 were used from Group 2; 8 wounds, 4 treated and 4 control, selected using a
160  computational random number generator, were re-biopsied under general anaesthesia at
161 2, 7. 14, 21 and 28 dpw. using a circular scalpel 8 mm in diameter. Samples were fixed
162 in 10% tamponade formaldehyde during 16 to 20 hours, then, cut across into two halves
163 and processed o paraffinembedded. Four 1o 5 pm thick serial sections were obtained
164 from each block. Sections were stained with hematoxylin and cosin (HE) and standard
165  histochemical pervodic acid-Schiff (PAS), methenamine silver staining (Gomori
166  PAMS), Fraser-Lendrum (FL), and Masson’s trichrome (TM), to evaluate the
167  microscopic features. to stain the basement membrane zone (BMZ) and to identify
168 accurately fibrin exudates and fibrous tissue during the inflammatory and
169  proliferation/remodelation stages of healing, respectively. In addition, routine Gram
170 stain was performed to evaluate bacterial proliferation. Systematic microscopic
171 evaluation included re-epithelization, BMZ formation, inflammatory and connective
172 tissue formation and remodelling during the healing process.

173 Morphometric analysis

174 For the morphometric analysis. 3 non-sequential sections (HE stained) from each one of
175  the 8 wound biopsies (4 treated and 4 control) taken at 2, 7, 14, 21 and 28 dpw were
176 used. From each section, 3 high magnification ficlds (HMF) at the lateral edges and bed
177 wound were photographed: thus. for each control point and group. inflammatory cells
178  (heterophils, macrophages, lymphocytes and  fibroblasts) were scored by two
179  pathologists in 36 photographs. The morphometric analysis was performed with the
180  software “Image Pro Plus 4.0 software” (Media Cybernetics, Silver Spring. MD, USA).

181 Statistical analyses

182 The distribution of the variable in all data columns was analysed by the Kolmogorov-
183  Smirnov test. Mean wound retraction in both groups. expressed as the percentage of
184  perimeter reduction from the initial wound, was compared at cach time point by an
185  unpaired t test. As cells counts were not normally distributed, the non-parametric
186  Kruskal-Wallis test and the Dunn’s post-test for multiple comparisons were used to
187  compare the number of heterophils, macrophages, lymphocytes and fibroblasts at cach
188  time point. A value of P < (.05 was considered significant. The Grubbs® test was used
189  to detect significant outliers, After finishing the experiment, we had a 95% power at day
190 28 to detect differences between means of 18.28% with a significance level (alpha) of
191 0.05 (two-tailed). Sample power was determined using GraphPad StatMate 2.00 for
192 Windows. All other statistical calcufations and graphics were performed using the Prism
193 5.04 software for windows (GraphPad Software Inc, San Diego, California).
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Results
Evaluation of clinical wound healing

The behaviour and general physical condition of the animals were not affected by the
wounds or any other procedure of the experimental design. There were no significant
differences in gained weight between the insulin-treated and control animals within both
groups (data not shown). The biopsy procedure produced well-delimited circular
wounds exposing the subcutaneous tissue and the superficial skeletal muscle (Fig, 1).
Immediately after performing the wound, the area was gradually covered with serous or
serous-haemorrhagic fuid. but haemorrhages were rare. Insulin application caused the
formation of a smooth., waterproof film attached to the edges of the wound.

In Group | the wounds were readily covered by a crust that persisted along the 28 days
but the macroscopic features of the crusts were clearly different between insulin-treated
and controls wounds (Fig. 1), In the control wounds, crusis were characterized by a
lighter colour and a more irregular surface. Although the crusts covered all the wound
area, most wounds had fissures that exposed the wound bed. Also, the crusts of the
control wounds became progressively more humid and at day 28 presented a mucoid
texture. By contrast, the insulin-treated wounds were characterized by a darker colour, o
more regular surface, and greater consistency manifested by the absence of the crust
fissures that were so common in the control wounds. At day 28 the insulin-treated crusts
had not develop the mucoid texture observed in the control wounds (Fig. 1).

Mean wound retraction, estimated by the percentage of perimeter reduction from the
initial wound, was greater in the insulin-treated wounds at every time point (Fig. 2). At
days 7 and 14 wound retraction was similar in both groups and also progressed with a
similar pace but, afier this initial phase, the control wounds reversed this tendency at
day 21 and their area slightly increased whereas in the insulin-treated wounds retraction
progressed faster, with a more pronounced downslope so that at day 28, when mean
wound size in the control an insulin-treated wounds were 91.41% and 67.15%
respectively, differences were very significant (£ < 0.0001) (Table 1),

Microscopic findings
Control skin

Biopsies obtained at wound-induction time were used as internal controls: normal skin
structure consisted in a regularly thick epidermis with about 15-25 Keratinocytes layers
differentiated into three strata: stratum germinativum (basal), stratum spinous or
suprabasal and stratum corneum. The dermis was mainly composed by collagen bands
disposed in parallel to the epidermis and embedded in scant ground substance.
Fibroblasts and other resident cells as histiocytes and lymphocytes were scarce or
inconspicuous throughout the collagen bands: melanocytes were variable in number,
arranged according to the turtles’ pigmentation pattern, and regularly located in the

6
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233 outer dermis around dermal vessels as well as within the basal Keratinocytes. At the
234 dermo-epidermal junction, a thin and smooth basement membrane zone (BMZ) was
235  observed as a faint homogencous or fibrillar acidophilic band using PAS stain and
236 brown-blackish using methenaming silver stain.

237 Evaluation of histological wound healing

238 After 2 dpw. insulin-treated and control wounds showed similar microscopic features:
239 the wound surface was covered by serous-haemorrhagic exudate composed by plasma,
240 fibrin, numerous heterophils and erythrocyvtes. Wound edges of both groups were
241 infiltrated by a mild to moderate exudate of plasma, fibrin and heterophils, often
242 degranulated, and variable quantity of macrophages which used to be more abundant
243 and better defining the wound margins in treated wounds (Figs. 3a to 3d). Inflammatory
244 infiltrate at the perilesional dermis and subcutis was similar in both groups and
245  consisted in moderate hyperaemia, oedema and perivascular heterophils cuffs with a
246 scarce or moderate number of small lvmphocytes.

247 At 7 dpw. insulin-treated and control wounds showed their surface covered by a serous-
248 cellular crust composed by a dense acidophilic proteinaceous exudate of plasma, fibrin
249 and numerous heterophils, erythrocytes and cell debris. Re-epithelization was quite
250 similar in both groups, only the upper half of the lateral edges was covered with a new
251  stratified epithelium under the crust (Figs. 3e and 3f); better differentiation of the
252 epidermis was found in treated wounds (Fig. 3e). Concurrently with new epidermis
253 formation, the BMZ was better defined in the treated wounds (Fig. 3¢). Besides, in both
254  groups, the lateral margins and wound bed were occupied by an inflammatory exudate
255  and granulation tissue that was most abundant in the treated wounds (Figs. 3e and 31).

256 At 14 dpw, treated and control wounds were covered by a dense crust. Re-epithelization
257 was complete in the majority of wounds, but in the insulin-treated group the dermo-
258 epidermal union was firmer and better defined by the BMZ (Figs. 3g to 3i), Treated
259 wounds showed an abundant granulation tissue under the new epidermis, active
260  fibroblasts were frequently disposed in parallel to the surface and the BMZ was better
261  structured than in the control counterparts (Fig. 3g): consequently. detachments of the
262 new epidermis were observed in the control wounds but were rare in the insulin-treated
263  wounds (Figs. 3g to 3i). The inflammatory infiltrate was abundant in treated wounds,
264  both in the lateral edges and in the wound bed and was characterized by a moderate
265  quantity of plasma and fibrin, fewer heterophils and macrophages and less prominent
266  lymphocytes. The control group showed a similar cellular infiltrate but with fewer
267  heterophils, macrophages and fibroblasts.

268 At 2] dpw. all wounds were still covered by an acidophilic crust with abundant cell
269  debris. The new epidermis was thicker and well differentiated, and showed some degree
270 of hyperplasia in both insulin-treated and control wounds. The BMZ was more complete
271 and the granulation tissue wis most mature in the insulin-treated wounds, The
272 inflammatory infiltrate decreased in treated wounds, but lymphocytes and fibroblasts
273 were increased in the control group.
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274 A1 28 dpw. insulin-treated wounds showed the margins occupied by mature granulation
275 tissue characterized by a lower number of active fibroblasts and thicker and more
276 abundant collagen bands (Fig. 3j ). that were arranged in o pattern resembling the
277 normal dermal connective tissue. In the control wounds, the granulation tissue was more
278 cellular and immature, with more fibroblasts and a variable quantity of collagen fibres
279 (Fig. 3K). Repigmentation was moderated and progressed from the lateral edges. From 7
280  to 28 dpw the granulation tissue consistently had fewer vascular small blood vessels
281  (angiogenesis) both in treated and control wounds. Occasional Gram positive
282  coccaceous bacterial colontes were observed in the surface of the scabs but did not
283 reach the healing tissue.

284 Morphometric analvsis

285  The topical application of insulin resulted in statistically significant differences in the
286 mean counts of heterophils. macrophages. fibroblasts and lymphocyte counts at
287 different time points along the 2 to 28 days follow up time (Fig. 4). At day 2 the mean
288  number of heterophils was similar in both groups but the control wounds showed a
289  rapid decline during the following days, whereas in the insulin-treated wounds the
290  number of heterophils remained unchanged through the first week of healing and
291  differences in mean counts were highly significant at day 7 (P<0.0001). Afier this first
292 wecek, the density of heterophils evolved similarly in both groups, The effect of insulin
293 was especially accentuated on the macrophage counts. Insulin application was
294 associated with significantly higher macrophage mean counts during the first two weeks
295  of wound healing reaching the highest differences at 7 dpw (P=0.0002), Regarding
296  fibroblast counts. insulin administration was associated with significantly higher mean
297  counts at day 7 (P= 0.025) but especially at day 14 (£<0.0001) and 21 (P<0.0001),
298 Finally, lymphocyte mean counts followed a different pattern since the non-treated
299 wounds showed significantly higher counts at 21 dpw (P<0.001) because lymphocyte
300  density decreased rapidly after 14 dpw in the insulin treated wounds (Fig. 4).

301
302  Discussion

303 Ina previous study we found that cutaneous second-intention wound healing in healthy
304 turtles ( Trachemys scripta elegans) exposed to daily variations in ambient temperature,
305  progresses slowly and with an indolent behaviour (Negrini et al, 2016). Under equal
306  conditions, topical insulin significantly modified the inflammatory response and
307  improved second-intention wound healing of soft skin in trtles. One week
308  administration of daily topical insulin resulted in higher mean wound retraction and
309 increased number of heterophils, macrophages and fibroblasts at different times along
310  the cicatrisation process, Crust formation and macroscopic aspects of the wound were
311 also improved although this observation has 1o be considered subjective. Insulin is a
312 polypeptide highly conserved phylogenetically in all vertebrates including reptiles.
313 Antisera specific for porcine insulin has been used to identify turtle i cells by
314  immunohistochemistry (Perez-Tomas et al. 1989) and to measure insulin concentrations
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315 in turtle pancreas extracts by radioimmunoassay (Gapp and Polak 1990), This
316  homology between vertebrate insulin allowed us to choose porcine insulin for the
317 present study, This type of insulin is licensed for veterinary use, inexpensive and readily
318 available in most countries.

319 Insulin regulates a variety of biological processes including protein turnover, glucose
320 transport, hemodynamic, and fatty acid metabolism, The result is a beneficial profile of
321 anabolic and anticatabolic effects (Greenway et al. 1999 Madibally et al. 2003; Dantzer
322 and Swanson 2012; Hrynyk and Neufeld 2014). Wound healing is a dynamic and
323 complex process, as tissue repairing involves pleiotropic molecular and cellular events.
324 The initial clot serve to stop bleeding and facilitate the migration of inflammatory cells,
325  which are attracted by growth factors, cytokines and chemokines released into the area,
326 Subsequent inflammation is essential in the early phases of wound healing: first
327  neutrophils and later macrophages infiltrate the margins of the incision and release
328  proteolytic enzymes than serve to clean out debris and proliferating bacteria (Schreml
329 2010, Qiao et al. 2011). However, the persistence of inflammation leads to delayed
330 healing in ulterior phases (Wilmink et al.1999). In the current study, topical insulin
331 induced statistically significant higher mean numbers of heterophils, macrophages and
332 fibroblasts at several time-points, whereas was associated with a significantly lower
333 density of lymphocytes at 21 dpw in the inflammatory infiltrate, These findings
334 demonstrate that topical insulin has the capacity to modify the inflammatory response of
335 wrtle soft skin after injury, in accordance with previous studies in non-diabetic
336 mammals (Greenway et al, 1999; Madibally et al. 2003; Kassen and Trau 2007:
337  Apikoglu-Rabus et al. 2009: Hrynyk and Neufeld 2014; Azevedo et al. 2013).

338 In turtles, topical insulin significantly increased the number of heterophils until 7 dpw,
339 Few studies have investigated the influence of topical insulin on neutrophils during
340 wound healing. Chen et al. (2012b) reported suppressed infiltration of neutrophils and
341 decreased healing time in mice wounds treated with topical insulin, These results can be
342 considered contradictory since early infiltration of neutrophils is an essential first step
343 of the healing process and the improved healing was attributed to an insulin-induced
344 increased function of mice neutrophils. Contrastingly we found a higher number of
345  heterophils during the first 7 dpw coinciding with insulin application, and this increase
346 in heterophils was associated with higher numbers of macrophages and with faster
347 wound contraction at 28 dpw, Although reptile heterophils are considered equivalent o
348 mammals” neutrophils (Campbell 2006), our discrepancies with the report of Chen et al,
349 (2012b) could be explained by a different cellular response of reptile heterophils 1o
350  topical insulin as well as by differences in study design as in mice, neutrophil counts
351 were determined just during the first 3 days after injury.

352 Previous reports in mammals have demonstrated that macrophages produce several
353 growth factors and cytokines that stimulate fibroblasts and keratinocytes resulting in
354 enhanced granulation tissue formation and Keratinocyte migration (re-epithelization)
355 (Schreml et al. 2010). Our results, both for macrophages and fibroblasts. are consistent
356  with these studies. Chen et al. (2012a) reported that insulin induced a noticeable
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increased infiltration of macrophages in the first 3 days after wounding, as macrophage
number in the insulin-treated wounds was the same at day 2 as at day 3 in the control
wounds. A similar response was seen in the present study on turtles. The enhanced
macrophage infiltration into the wound area indicates that insulin promotes wound
healing by up-regulating wound inflammatory response. specifically the quantity and
function of macrophages. The effect of topical insulin would be comparable with
cytokines with the ability to activate macrophages, such as interleukin 1 and
macrophage-activating lipopeptide-2, that have been successfully used to promote
wound closure (Maruyama et al. 2007, Kumar ct al. 2010),

The significant increase in fibroblast mean counts found in turtle insulin-treated wounds
is in agreement with previous findings in mammals (Hanam et al, 1983; Madibally et al.
2003; Apikoglu-Rabus et al. 2009; Azevedo et al. 2015). Faster wound healing and
increased wound tensile strength was observed in rats treated with topical insulin, and
histological analysis of wound tissue revealed an earlier appearance of collagen fibres
with more compact, dense and well-oriented morphology compared with control
animals (Hrynyk and Neufeld 2014). In amphibians (Ambystoma mexicanum) it was
shown that insulin can stimulate sulphate uptake and growth of cartilage as in mammals
(Schneider and Hanke 1996). The mechanisms by which insulin exerts these effects are
not fully understood but it is known that insulin can stimulate a variety of cellular
functions important in tissue repair including collagen synthesis in skin fibroblasts
(Chaiken et al. 1986: Lima et al. 2012). In general, growth factors such as insulin can
act as chemoattractants to recruit important cells such as leukocytes and fibroblasts into
the wound area, stimulating angiogenesis, extracellular matrix  formation  and
degradation, and cvtokine release (Kiritsy and Lynch 1993; Apikoglu-Rabu et al. 2009).
On the other hand, re-cpithelization was quite similar in both groups. although since 7
dpw insulin-treated wounds showed a better differentiated and defined new stratified
epithelium and BMZ respectively. Previous research in mammals has demonstrated that
topical insulin improves tissue repair through stimulation of keratinocyte migration and
insulin signalling pathways (Ando and Jensen 1993: Liu et al. 2009). In their study. Liu
et al. {2009) observed that the skin wounds of rats treated topically with insulin healed
faster, the surface cells in the epidermis covered the wound more quickly. and the cells
in the dermis rebuilt blood vessels more rapidly. It was also shown that topical insulin
stimulated the proliferation and migration of keratinocytes and the migration of
microvascular endothelial cells.

The ability of topical insulin in turtles to increase the number of fibroblasts would be a
major contribution to expluin the faster wound retraction observed in treated animals.
Wound contraction is a major component of second-intention wound healing and the
pivotal feature for contraction is granulation tissue formation and remodelling (Swaim
et al, 2001; Sardari et al. 2006; Kassem and Trau 2007). As has been described in
snakes (Smith and Barker 1988), wurtles form a persistent dried crust over the wound
bed and healing is characterized by epithelialization under the ¢rust which decreases in
thickness as the dermis fills the skin defect, meanwhile contraction is very limited
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399 (Negrini et al. 2016), Thus, the significantly higher wound retraction at day 28 in the
400  insulin-treated wounds is a remarkable linding that could be explained by the ability of
401 topical insulin to modulate the inflammatory response increasing macrophage
402  infiltration. granulation tissue and collagen deposition in turtles as has been described in
403 mammals (Kassem and Trau 2007; Azevedo et al. 2015). At day 28 mean wound
404 retraction in the insulin-treated group was 24.26% higher than in the control group. A
405  greater difference after 28 days would have been desirable but in our opinion is large
406  enough to consider topical insulin potentially useful. alone or combined with other
407  growth factors, in the treatment of non-healing wounds of reptiles. One weakness of the
408  present study was its preclinical condition; for practical reasons we could not include
409  diseased animals or animals with non-healing wounds, However, as the potential benefit
410  of insulin or other growth factors has not been investigated before in skin wounds of
411 reptiles, a preclinical study was necessary before undertaking clinical studies to
412 determine the real usefulness of topical insulin.

413 Depending on its concentration, the amount of topical insulin may have systemic
414  effects. Previous studies have revealed the benefits of topical insulin treatment for
415  injuries to healthy and diabetic mammals (Madibally et al. 2003: Apikoglu-Rabus et al.
416 2009: Chen et al. 2012a: Azevedo et al. 2015), but the concentrations used have been
417 varigble. In rats. a recent study assayed different concentrations of insulin and
418 determined that the doses that induced the best effect in wound healing were 0.5 [U and
419 1,0 1U/100 g. The dose of 1.0 1U/100 g, in some animals, induced alterations in plasma
420  glucose, Therefore, a cream with a concentration of 0.5 IU/100 g was used for all
421 experiments (Azevedo et al. 2015), However, another study also in rats used topically
422 regular Humulin® (El Lilly Turkey, Istanbul, Turkey) at a concentration of 100 [U/ml.
423 without any systemic effect (Apikoglu-Rabus et al. 2009). The use of vehicles that
424 enhance insulin absorption and provide longer contact times may explain the striking
425  differences in insulin doses between studies. In the present study. we chose glycerol as
426 vehicle because it is soluble with agueous insulin, hygroscopic. cosmetically acceptable
427  and has a high viscosity index. In preliminary experiments, we tested different
428  concentrations of insulin and found that. compared with non-treated animals, a
429 concentration of 5 1U/ml administered for one week improved wound retraction without
430  influencing plasma glucose concentrations. As a topical solution of this concentration
431  provided a sufficient focal effect, higher concentrations were not assayed. A daily
432  application during the first week of cicatrization was considered practical and
433 appropriate since the inflammatory reaction cccurs rapidly afier the injury and because
434 wrtle soft skin wound healing is characterized by epithelialization under a heavy crust
435  that prevents a longer insulin application.

436 In conclusion, we found that topical insulin application improved second-intention
437 wound healing in soft skin of turtles exposed to daily variations of ambient temperature
438 and in aquatic environment. The results indicated that insulin promotes healing by
439 regulating wound inflammatory response, specifically the number and activity of
440  macrophages. heterophils and fibroblasts at early stages of wound healing (0 to 21
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441 dpw). Therefore, topical insulin is a potentially useful treatment for poorly healing soft
442 skin wounds of turtles and should be evaluated in non-experimental wounds of turtles
443 and other reptiles,

444 All experimental procedures involving animals were conducted in accordance with the
445  European guidelines for proper use and care of experimental animals and were approved
446 by the Committee of Animal Ethics of our institution (reference 2168/2013.03.21).
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547  Legends
548

549  Table 1 Descriptive statistics of wound size at cach time point expressed as a
550  percentage of the initial wound circumterence, Wound size was registered weekly
551  during 4 weeks: dpw: days post-wounding

952

553  Fig. 1 Sequence of clinical photographs illustrating wound retraction and crust
554  macroscopic features in two representative wounds from each group. Wounds were
555 recorded and measured digitally every week from day 0 to 28. Upper row corresponds
556  to control group. Lower row corresponds to insulin-treated group (internal scale in
557  millimetres)

558

559  Fig. 2 Evolution of wound retraction during the first 28 days post-injury in the control
560 and insulin-treated groups. Each point represents mean wound size expressed as a
561  percentage of the initial wound circumference. Statistically significant differences
562  between groups: *** P<0.001 (unpaired t test)

563

564  Fig. 3 Red-cared slider turtle skin. Histological evolution of wound healing of insulin-
565  treated (a.b) and controls {c.d) Lateral and bed edges are demarcated by a palisade of
566  serous-fibrinous and heterophils exudates (arrows). Macrophages were more numerous
567  in treated wounds (b). e and £ At 7 dpw re-cpithelization of the lateral edges is observed
568 in hoth group but treated wounds have better differentiated epidermis (¢), the BMZ is
569  better defined (green arrows) and the granulation tissue show higher number of
570  heterophils, macrophages and fibroblasts than control wounds (). g At 14 dpw, treated
571 wounds show abundant and mature granulation tissue characterized by active fibroblasts
572  disposed parallel 10 the BMZ (arrows). Moderate quantity of collagen bundles are
573 present (inset). Haematoxylin-eosin and Masson's trichrome stains. h and i At this time
574  point. in the control wounds, the granulation tissue is scarce and detachment of the
575  epidermis is easily observed because the BMZ is most incomplete (arrows),
576  Haematoxylin-cosin stain. j and k At 28 dpw treated wounds show most abundant
577  collagen fibers (arrow) and remodelation is the granulation tissue compared with control
578  wound counterparts (k). Masson's trichrome and Haematoxylin-cosin stains.

579

580  Fig. 4 Mean counts of inflammatory cells at each time point from 2 to 28 days after
581  wound creation. Vertical bars represent standard deviation. Statistically significant
582  differences between groups: * P<0.05; ** P<0.01; *** P<0.001 (Kruskal-Wallis test
583  with Dunn’s Multiple Comparison Test)
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8. Conclusiones

8. Conclusiones

Primera. La cicatrizacidon por segunda intencidn en piel de tortugas de la especie
Trachemys scripta elegans, expuestas a las variaciones diarias de la temperatura
ambiente y en un ambiente acudtico, se produce de forma lenta e indolente, con
tiempos de cicatrizacién mds prolongados que en mamiferos.

Segunda. Clinicamente se caracteriza por una retraccion no significativa de los bordes
de herida y la persistencia de costras irregulares y fragiles sobre la epidermis
regenerada hasta el final de las fases de proliferacién/remodelacién.

Tercera. Histolégicamente se produce una superposicion prolongada de las fases
inflamatoria y proliferativa de la cicatrizaciéon y la remodelacion del tejido conectivo
proliferado se produce entre los 42 y 135 dias. En el estudio morfométrico, la
superposicion de estas fases se manifiesta por persistencia, sin cambios significativos,
de las poblaciones de células inflamatorias (macrdéfagos y linfocitos) incluso después
de la proliferacion significativa de fibroblastos para formar tejido de granulacion.

Cuarta. La proliferacion del tejido de granulacidn durante la cicatrizacion por segunda
intencién se produce tanto en los bordes laterales como en el lecho de la herida,
donde es incluso mas abundante. Este hallazgo difiere de estudios anteriores en
reptiles que describen la curacién de heridas a partir de los bordes laterales. Ademas,
la ZMB persiste morfolégicamente inmadura durante muchas semanas lo que puede
relacionarse con la fragilidad de la unién dermo-epidérmica observada con frecuencia
este estudio.
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Quinta. La aplicacidn tdpica de insulina mejora la cicatrizaciéon desde el punto de vista
clinico; aumenta significativamente a los 28 dias la retracciéon de los bordes de la
herida con respecto a los controles y se asocia con la formacidn de costras mas
uniformes y consistentes.

Sexta. La aplicacion tépica de insulina modifica la respuesta inflamatoria
especialmente en las fases iniciales con un numero significativamente mayor de
heterdfilos (dia 7), macréfagos (dias 2 a 14) y fibroblastos (dias 14 a 21) respecto a las
heridas control, y se asocia con mayor cantidad de fibras de colageno y remodelacion
mas temprana del tejido de granulacion.

Séptima. El modelo experimental desarrollado en estos estudios ha demostrado ser
sencillo, reproducible y util para caracterizar la cicatrizacién por segunda intencion y
evaluar nuevas estrategias de tratamiento en heridas de la piel blanda de tortugas.
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9. Resumen

9. Resumen

Las heridas de la piel son un motivo frecuente de consulta en los reptiles mantenidos
en cautividad. Como en el resto de reptiles, las tortugas estan predispuestas a sufrir
heridas por causas muy diversas como traumatismos, mordeduras, condiciones
inadecuadas en los terrarios, etc. Especialmente en tortugas acudticas o semi-
acudticas estas heridas a menudo curan de manera lenta, insidiosa y se hacen
crénicas. Sorprendentemente, la cicatrizacién de las heridas cutaneas en reptiles ha
sido muy poco estudiada, especialmente en quelonios donde los estudios previos solo
han descrito la estructura de la epidermis y las heridas del caparazén. Esta falta de
informacién dificulta la evaluacidon de nuevas terapias para la curacién de heridas en
la piel blanda de tortugas y reptiles en general.

Las tortugas acudticas, por las particularidades de su metabolismo y habitat,
constituyen un modelo experimental atractivo para el estudio de promotores de la
cicatrizacion. Nuestra hipdtesis de trabajo parte de la idea que la cicatrizacién en la
piel de tortugas mantenidas en su entorno natural, con variaciones diarias de
temperaturay libre acceso al agua, puede presentar diferencias relevantes respecto a
lo descrito hasta ahora en mamiferos y otros reptiles y que la aplicacién tépica de
factores de crecimiento como la insulina puede mejorar la respuesta inflamatoria y la
curacion del tejido dafado.

Los objetivos especificos de esta Tesis doctoral han sido: (1) Estudiar y caracterizar los
aspectos clinicos e histopatoldgicos de la cicatrizaciéon por segunda intencidén en
heridas cutaneas inducidas experimentalmente en tortugas de la especie Trachemys
scripta elegans expuestas a variaciones diarias de temperatura ambiente y en un
ambiente acudtico. (2) Estudiar el valor terapéutico de la aplicacidon tépica de la
insulina porcina como factor promotor de crecimiento en el proceso de cicatrizacién
de Ulceras cutaneas por segunda intencion en quelonios acuaticos.

En un primer experimento se utilizaron 24 tortugas hembras, adultas, sanas que
fueron alojadas en instalaciones al aire libre en un entorno acudtico. Bajo anestesia
general se realizaron dos heridas iguales en todos los animales, una en cada miembro
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posterior, mediante un bisturi circular de 6 mm de diametro. Las tortugas fueron
divididas en dos grupos iguales (n=12). En el grupo 1, para evaluacién clinica, se
calculé digitalmente a partir de fotografias el perimetro de la herida inicial y su
evolucién semanal hasta 28 dias después. La retraccidon de heridas fue expresada
como el porcentaje de reduccidn respecto al perimetro de la herida inicial. En el grupo
2, para evaluacion histoldgica, se realizaron biopsias de tres heridas con un bisturi de
8 mm en los dias 2, 7, 14, 21, 28, 42, 60 y 135. En estas biopsias, dentro del estudio
histoldgico, se realizé un estudio morfométrico de las principales células inflamatorias
(heterdfilos, macréfagos, linfocitos y fibroblastos) y se evalué si se producia reaccion
cruzada con un panel de 15 anticuerpos comerciales usados habitualmente en
anatomia patolégica como marcadores de células en mamiferos. Para este estudio se
utilizé la técnica inmunohistoquimica del complejo Avidina-biotina-peroxidasa (ABC).

Desde el punto de vista clinico, la retraccién de la herida fue muy limitada, después de
28 dias el tamafio medio de las heridas era todavia el 91,41% de la herida inicial, sin
que hubiera diferencias significativas. La cicatrizacion se produjo bajo una costra
irregular y fragil que cubrid la epidermis regenerada hasta el final de las fases de
proliferacién/remodelacion. Microscépicamente, la re-epitelizacién fue completa a
los 14 dias en muchos animales; la inflamacidn activa persistio hasta el dia 28 y la
reconstitucion y remodelacion del tejido conectivo se obtuvo entre los dias 42 a 135
con superposicion de las fases inflamatorias y proliferativas durante un largo periodo.
En el estudio morfométrico, la superposicion de fases se manifesté por la
persistencia, sin cambios significativos, de las poblaciones de células inflamatorias
(macréfagos y linfocitos) incluso después de la proliferacion significativa de
fibroblastos para formar tejido de granulacién. El estudio inmunohistoquimico mostré
que los anticuerpos AE1/AE3 (marcador panqueratinas), Factor VIl (marcador de
plaguetas y endotelios), MAC 387 (marcador de macréfago/histiocitos), CD3
(marcador de linfocitos T) y el anticuerpos NCL-MSA (marcador de actina de fibra lisa
y miofibroblastos) presentaban reaccidn cruzada con las células equivalentes de los
tejidos de la piel y/o el tejido de granulacion de las tortugas.

En el segundo experimento, para la evaluaciéon de la aplicacién tépica de insulina
porcina, se utilizaron 44 tortugas hembras adultas sanas de la especie Trachemys
scripta elegans en las que se realizaron heridas segun el procedimiento descrito en el
experimento 1. De forma similar, los animales fueron asignados a un grupo 1 (n=24)
para evaluacidon clinica, y a un grupo 2 (n=20) para evaluacion histoldgica vy
morfométrica. En ambos grupos, una herida de cada animal se usé como control y la
contralateral fue tratada con insulina porcina (5 Ul/mL diluida en glicerol) aplicada
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tépicamente una vez al dia durante una semana. En el grupo 2 se tomaron biopsias de
4 heridas control y 4 tratadas a los 2, 7, 14, 21 y 28 dias.

A los 28 dias, el tamafio medio de la herida fue significativamente menor (P<0,001) en
el grupo tratado con insulina respecto al grupo control (67,15% y 91,41%
respectivamente). La aplicacién de insulina se asocid con la formacion de costras mas
uniformes y consistentes. Desde el punto de vista microscépico y morfométrico, la
aplicacion tdpica de insulina modificd la respuesta inflamatoria especialmente en las
fases iniciales con un numero significativamente mayor de heterdfilos (dia 7, P<
0,001), macréfagos (dias 2 P< 0,01, 7 P< 0,001 y 14 P< 0,05) vy fibroblastos (dias 14 y
21, P<0,001) respecto a las heridas control, y se asocié con mayor cantidad de fibras
de coldgeno y remodelacion mas temprana del tejido de granulacion. Como evidencia
de una cicatrizacion acelerada, la densidad de linfocitos descendié mas rapidamente
en el grupo tratado con insulina que en el grupo control, siendo significativamente
menor a los 21 dias post-herida (P<0,001).

En conclusion, el modelo experimental desarrollado ha demostrado ser sencillo,
reproducible y util para caracterizar la cicatrizacidon por segunda intencién y evaluar
nuevos tratamientos en heridas de la piel blanda de tortugas. Los resultados indican
que la insulina promueve la curacion mediante la regulacidn de la respuesta
inflamatoria de la herida, especificamente la cantidad y funcién de macroéfagos,
heterdfilos y fibroblastos. Por lo tanto, seria recomendable realizar ensayos clinicos
con insulina tdpica en heridas espontaneas de tortugas acudticas.

J Negrini - 2016 143






10. Summary

10. Summary

Skin wounds are a common clinical presentation in reptiles kept in captivity. As the
rest of reptiles, turtles are prone to skin wounds of diverse causes as traumatisms,
bites or unsanitary conditions. Especially in freshwater turtles, wounds many times
heal insidiously and become chronic. Unexpectedly, cutaneous wound healing in
reptiles has rarely been reported, particularly in chelonians where previous studies
described only the epidermal structure and wounds of the shell. This lack of
knowledge hampers the evaluation of new therapies for the treatment of soft skin
wounds in chelonians and other reptiles in general.

Freshwater turtles, due to their special metabolism and habitat represent a suitable
experimental model for the study of heal promoters. Our working hypothesis is that
cutaneous wound healing in turtles kept in their natural environment, with variations
in ambient temperature and free access to water, may present relevant differences in
comparison with previous reports in mammals and other reptile species, and that the
topical application of insulin could improve de inflammatory response and overall
healing process of the damaged tissue.

The main objectives of this study were: (1) to describe the clinical and
histopathological features of second-intention cutaneous wound healing in the red-
eared slider turtle (Trachemys scripta elegans) exposed to daily variations of ambient
temperature in an aquatic environment; (2) to study the therapeutic value of topical
application of insulin as a promoter for second intention cutaneous wound healing of
freshwater chelonians.

Experience 1; 24 healthy adult females housed in outdoor facilities with free access to
water and exposed to daily variations in temperature were used. Under general
anesthesia, one full thickness 6 mm skin biopsy punch wound was created in each
rear limb. The turtles were assigned to Group 1 (n=12 for clinical evaluation) and
Group 2 (n=12 for microscopic study). Group 1 was photographed on day 1 and
weekly until 28 days post wounding. Wound retraction was expressed as the
percentage of perimeter reduction from the initial wound. For Group 2, three skin
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wounds were sampled at 2, 7, 14, 21, 28, 42, 60 and 135 days post wounding using a
disposable 8 mm skin biopsy punch for histological study. As a part of the histological
study, the number of the main inflammatory cells (heterophils, macrophages,
fibroblasts and lymphocytes) was recorded in these samples; moreover, cross
reactivity was evaluated with a panel of 15 commercial antibodies routinely used as
mammals cellular markers in pathology. For this study, the avidin-biotin-peroxidase
(ABC) immunostaining method was used.

Clinically, wound contraction was very limited; after 28 days the mean wound size
was still 91.41% of the original wound, and differences were not significant. The
Cicatrization progressed under a persistent irregular and fragile crust that remained
over the new epidermis till the end of the proliferation-remodelation phases.
Microscopically, re-epithelialization was complete by day 14 in many animals; active
inflammation persisted until 28 days and the connective tissue re-constitution and
remodeling was achieved from 42 to 135 days, with marked overlapping of the
inflammatory and proliferative phases over a long period of time. Morphometrically,
this overlapping was manifested by the absence of significant changes in the
inflammatory cell numbers (macrophages and lymphocytes) even after there was a
clear fibroblasts infiltration forming the granulation tissue. The immunohistochemical
study showed that the antibodies AE1/AE3 (pankeratins marker), factor VIII (platelet
and endothelial marker), MAC 387 (macrophage/histiocytes marker), CD3 (T
lymphocytes marker) and NCL-MSA antibody (smooth muscle fiber actin and
myofibroblasts marker), cross-reacted with their counterparts in turtle skin and
granulation tissue.

Experience 2; Forty-four healthy adult female red-eared slider turtles were used to
evaluate the topical application of porcine insulin. Wounds were performed as
described before and the animals were assigned to group 1 (n=24), for clinical
evaluation, and to group 2 (n=20) for histological evaluation. In both groups, one rear
limb wound of each animal was used as control and the contralateral wound was
treated daily for one week with topical porcine insulin (5 IU/mL in glycerol). In group
2, 4 control and 4 treated wounds were biopsied at 2, 7, 14, 21 and 28 days.

After 28 days, mean wound size was significantly lower (P<0.0001) in the treated
wounds than in the control wounds (67.15% and 91.41% respectively). Topical insulin
application was also associated with firmer and more consistent crusts.
Microscopically, topical insulin modified the inflammatory response especially at early
phases achieving a significantly higher mean number of heterophils (day 7, P< 0.001),
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macrophages (days 2 P< 0.01, 7 P< 0.001 and 14 P< 0.05) and fibroblasts (days 14 and
21, P<0.001) compared with control wounds. Insulin administration induced a higher
amount of collagen fibers and an earlier remodelation of granulation tissue. As proof
of a faster cicatrization process, lymphocyte number lowered faster in the insulin-
treated wounds, and was significantly lower (P<0.001) at day 21 post-wounding.

In conclusion, the experimental model here described was found to be practical,
reproducible and useful to characterize second-intention wound healing and to
evaluate new therapies for soft skin wounds in turtles. Results indicate that topical
insulin promotes healing by up-regulating the inflammatory response in the wound,
specifically the amount and function of macrophages, heterophils and fibroblasts.
Therefore, it would be justified to pursuit clinical studies using topical insulin in non-
experimental, spontaneous wounds of freshwater turtles.
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