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RESUM 

Aquest treball descriu el procés de cicatrització de les ferides provocades per cauteritza- 
ció del tegument de la sangonera Hirudo medicinalis L. 

Els exemplars d'Hirudo són sotmesos a una cremada superficial mitjan~ant un fila- 
ment incandescent. Posteriorment són fixats en períodes seqü6ncials d ' l ,  6, 12, 24, 48 
hores, una setmana i dos mesos, per ser estudiats al microscopi bptic i al microscopi elec- 
trbnic de rastreig. 

La regeneració mostra un procés de cicatrització ordinari amb algunes característi- 
ques prbpies. Sobre la superfície cremada es forma un tap cel.lular que posteriorment és 
recobert per c~l:lules epitelials migratbries fins a la total reepitelització. Les c&l.lules mi- 
gratbries formen un epiteli esquamós al principi per tornar després a l'aspecte columnar 
característic, El tap cel.lular és progressivament reabsorbit. 

RESUMEN 

Este trabajo describe la cicatrización de las heridas por cauterización del tegument0 de la 
sanguijuela Hirudo medicinalis L. 

Los ejemplares de Hirudo son sometidos a una quemadura superficial y posterior- 
mente fijados y examinados al microscopio óptico y al microscopio electrónico de barri- 
do, en períodos secuenciales de l ,  6,12,24 y 48 horas, una semana y dos meses. 

La regeneración muestra un proceso de cicatrización ordinari0 con algunas caracterís- 
ticas propias. Se forma un tapón celular sobre la superficie quemada que posteriormente 
es recubierto por células epiteliales migratorias hasta su total reepitelización. Las células 
migratorias forman un epiteli0 escamoso al principio que progresivamente recupera su 
aspecto columnar. El tapón celular es reabsorbido progresivamente. 

ABSTRACT 

This report will describe the healing reactions of a burn wouynd injury in the integument 
of the leech Hirudo medicinalis L. 

Specimens of Hirudo are surface burned and seqüentilay fixed and procesed for his- 
tolgical examination with Light Microscopy and Scanning Electron Microscopy, in pe- 
riods of l ,  6, 12,24,48 h, one week and two months. 

The repair mechanism consists in the formation of a cell plug beneath the burned cuti- 
cle. The plug evolves to a scar, digesting all necrotic tissue. The plug is covered by a new 
epidermis developing by spreading of existing columnar cells. Migrating epidermic cells 
are flattened cells showing ameboid movement, and secrete the new cuticle. 

Progressively, the flattened cells return to the typical columnar aspect. 
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Les ferides per cauterització difereixen dels talls i de les erosions meciniques 
perquk, a més de provocar la destrucció de la barrera cutinia, són causa de 
canvis fisiopatologics en els organs i teixits de l'animal que les pateix (Panke & 
MC Leod, 1985). Durant el procés cicatricial dels cremats, la preskncia de tei- 
xit necrosat i de ckl.lules de vitalitat compromesa que han de ser eliminats és, 
juntament amb la possible entrada d'agents infecciosos, el principal factor que 
s'oposa a l'acció regeneradora dels teixits vius. 

El tegument de la sangonera esta format per tres capes: cuticula, epider- 
mis i dermis. La cutícula és de naturalesa col.lAgena i es troba externament 
recoberta de moc. L'epidermis és constitui'da per l'epiteli secretor monoestra- 
tificat poblat de dos tipus de cel.lules glandulars mucoses (glándules pirifor- 
mes i glindules tubulars). La dermis es troba situada entre l'epidermis i la 
musculatura. Consisteix en un teixit connectiu molt capilelaritzat, ric en fibres 
reticulars i amb abundants cél.lules pigmentaries (Huguet & Molinas, 1985, 
1986). 

La musculatura de la paret del cos consta de tres capes: la circular externa 
imbrincanda amb la dermis; la transversal de poques fibres de gruix i la longi- 
tudinal interna que connecta amb el teixit peridigestiu. 

La bibliografia sobre la cicatrització als hirudínids és forsa incompleta 
(Sawyer, 1986) i es limita als treballs de Cornec (1984) sobre la regeneració 
d'amputacions de la ventosa anal i els de LeGore & Sparks (1971, 1973) que 
descriuen breument la reparació de ferides i cremades a Piscicola salmositica. 

MATERIAL I METODES 

Els exemplars d7H. medicinalis utilitzats en aquest treball procedeixen dels es- 
tanys de Cantallops (Alt Empordi). S'han aclimatat al laboratori durant un 
període d'un mes, abans de sotmetre'ls a l'experimentació. 

Anestesia i desinfecció 

Els exemplars són anestesiats en una solució d'alcohol etilic al 8 % durant 
15 minuts. S'aconsegueix una anestksia profunda que permet la manipula- 
ció comoda de l'animal durant el procés operatori i posteriorment una recupe- 
ració del 100 % dels individus intervinguts al cap de 15 a 20 min. Després d'a- 
nestesiats, els animals són desinfectats superficialment amb alcohol etilic, al 
mateix temps que s'arrossega l'abundant capa de moc. 
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cauterització i postoperatori 

La cauterització es realitza amb un filement de plati incandescent sobre la su- 
perfície tegumentaria ventral de l'animal. S'obté una banda cremada superfi- 
cial aproximadamente d ' l  cm de llargiria per 1 o 2 mm d'amplaria. 

La recuperació de l'anestbsia es fa en un mitja d'aigua clorada durant 
uns 15 min. A continuació es deixen els animals en recipients estbrils. 

Sacrifici 

El sacrifici dels animals es fa de manera seqüencial en períodes d'l ,  12,24,36, 
48, 72 h i una setmana i dos mesos. Els exemplars es relaxen profundament 
mitjangant una anestesia perllongada d'uns 30 min i a continuació es fixen per 
immersió en formalina al 4 % en tampó fosfat de Sorensen pH 7.2. 

Microscopia optica 

Els animals fixats pel procediment descrit anteriorment són deshidratats len- 
tament a través de la sbrie etílica. Les mostres són incloses alternativament en 
parafina o glicol-metacrilat (GMA) (Bonet & Molinas, 1983). Els blocs es ta- 
llen amb un micrhtom AUTOCUT i les observacions es fan amb un fotomi- 
croscopi NIKON SFM. 

Els talls s'han estudiat amb les tbcniques generals per a parafina i plastic: 
hematoxilina-eosina, blau de tolui'dina, tionina i negre de clorazol (Bonet i 
Huguet, 1985). I s'hi han aplicat també les coloracions específiques: PA-SI 
blau d'alcid pH 2,5 per mucopolisacirids (Bancroft, 1975); i impregnació ar- 
géntica de Goromi (Bonet & Huguet, 1985) per a fibres connectives. 

Microscopica electronica de rastreig (SEM) 

Les mostres es procesen sota punt crític, després de la deshidratació previa a 
través de la skrie etílica i utilizant l'acetat d'amil com a líquid de transferencia. 
Les mostres, després del seu recobriment amb una capa d'or-paladi, s'obser- 
ven amb un microscopi Cambridge Stereoscan 120 del Servei de Microscopia 
Electronica de la Universitat de Barcelona. 

OBSERVACIONS 

L'aplicació d'un filament de plati incandescent sobre la superfície ventral de la 
sangonera provoca la formació d'una area cremada que es distingeix per la co- 
loració més clara i la inflamació. L'animal presenta una forta contractura i 
queda immobilitzat durant un període de 24 h aproximadament, passades les 
quals recupera el comportament normal. 
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La superfície lesionada es recupera a ritme lent. Al cap d'una setmana, 
l'epidermis est2 regenerada perb la lesió es manté clarament delimitada per la 
tonalitat més clara i la persistencia de la inflamació. Progresivament la cicatriu 
es va reduint, si bé, al cap de tres mesos, encara s'identifica per una lleugera 
diferkncia de color. 

Microscbpia electronica de rastreig (SEM) 

L'observació al Microscopi de Rastreig dels animals fixats en l'estadi inicial 
del postoperatori mostra la persistencia de la cuticula sobre la superfície cre- 
mada i una inflamació que provoca la desaparició dels petits solcs longitudi- 
nals de la paret del cos, pero no dels anells (Fig. 1-A). 

A les 24 h del postoperatori, la cuticula de 1'2rea cauteritzada ha saltat 
perd es mantenen algunes restes unides als marges de la ferida. Per damunt de 
la superfície descoberta s'inicia l'acumulació de les cel.lules mobils que forma- 
ran el tap. Els anells encara són visibles (Fig. l-B). 

A les 48 h el tap cel.Iular revesteix la superfície i impedeix la visió dels 
anells. Es tracte d'un tap compacte estes sobre la totalitat de 1'8rea afectada 
(Fig. 1-B). En aquest estadi comensa la migració de les c6l.lules epitelials que 
en alguns punts han d'avangar per sota les restes de la cuticula (Fig. 3-A i B). 
El front de reepitelització mostra c6l.lules esquamoses, planes, amb abun- 
dants microvellositats i delicats 1amel.lipodis (Fig. 2-B). Les cbl.lules es man- 
tenen unides entre elles mentre llisquen sobre el tap. 

Passades 72 h del postoperatori una nova cuticula recobreix la ferida, que 
no difereix de la cutícula del tegument normal. 

Microscopia optica (OM) 

L'observació dels talls corresponents a I'estadi inicial del postoperatori (1 h) 
permet constatar la inflamació subcuticular. La cuticula es presenta separada 
de les ckl.lules epitelials i en alguns punts erosionada. L'epiteli columnar pre- 
senta un aspecte anormal: les cel.lules epitelials es mostren inflades i necrosa- 
des. La necrosi pot afectar també algunes de les fibres musculars més exter- 
nes. No s'observa la presencia de cel-lules mobils a l'entorn de l'2rea afectada. 

A les 12 h del postoperatori comenga l'acumulació de ckl.lules ameboides 
en la porció central de la sÚperfície cremada. Acumulació que es fa progressi- 
vament palesa fins a esdevenir un tap ben visible a les 24 h. (Fig. 3-A). El tap 
té un gruix esc2s, i queda limitat a una o dues capes de ckl.lules en la zona peri- 
ferica. El teixit necrotic queda englobat en el tap i deixa de ser identificable. 
Es mantenen les restes de la cuticula trencada adherits a la perifkria. 

Quan han trascorregut 48 h del postoperatori comenga la migració de les 
ckl.lules epitelials per a formar el nou recobriment. Les restes de la cuticula 
han caigut i el nou epiteli s'estén a partir de les ckl.lules columnars periferi- 
ques, que en la seva migració sobre el tap es transformen en dl.lules planes. 
Posteriorment s'inicia la reabsorció que porta a la formació d'una escara. 
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Figura 1. Imatges al microscopi electrbnic de rastreig (SEM) de la superfície de les 
cremades en diversos estadis del postoperatori. A) Al cap de 1 h la cremada 6s clara- 
ment visible per la prestncia d'una inflamaci6 que amaga els petits solcs longitudinals 
dels anells. B) A les 24 h del postoperatori la cuticula s'ha trencat i ha deixat alguns 
restes adherits a la perifkria. Els anells s6n visibles en la musculatura. Comenqa la 
prestncia de les ckl.lules mbbils que formaran el tap. C) A les 72 h un tap compacte 

recobreix totalment la cremada per sobre del qual les ctl.lules epitelials 
inicien la migraci6. 
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Figura 3. Imatges al microscopi bptic de talls corresponents a diversos estadis del post- 
operatori: A) estadi incical; B) formaci6 de I'escara i ,  C) detall del recobriment del tap 

per les ctl.lules epitelials (fletxa). 
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L'escarificació del tap, molt manifesta amb les tbcniques d'impregnació ar- 
gbntica, comenqa a la porció inferior central. 

A les 72 h la formació del tap és molt aparent sobre les fibres col.lagenes 
necrosades que formen feixos entrecreuats orientats obliquament a la super- 
fície (Figs. 3-B i C). El tap és dens i té tendbncia a disminuir en extensió fent- 
se més gruixut en la porció central. Les cbl.lules epitelials continuen avanqant 
donant lloc a la formació d'un epiteli pla monoestratificat on comenqa la se- 
creció d'una nova cuticula. 

Una setmana més tard la re-epitelizació és total i les cbl.lules gradulament 
tornen a l'aspecte columnar propi del tegument. Es constata una migració dels 
nuclis cap a la porció basal de les cbl.lules que progressivament s'enfonsen en 
el teixit de l'escara. Posteriorment el nou tegument recupera els petits solcs 
longitudinals característics dels anells. 

Les principals etapes del procés regeneratiu d'una cremada superficial a Hiru- 
d o  medicinallis es recullen a l'esquema de la Figura 4. Es tracta d'un procés de 
cicatricial que no difereix del que LeGore & Sparks (1974) havien observat en 
Piscicola salmositica: sobre la superfície cremada es forma un tap cel.lular que 
posteriorment es transforma en escara, al mateix temps que té lloc l'elimina- 
ció del teixit necrotic. Simultaniament les cbl.lules epitelials inicien la mi- 
gració sobre la qual es condueix la re-epitelització. Aparentment sembla que 
l'escarificació no sigui necessaria per a induir la migració de les cbl.lules epi- 
telials. Al cap d'una setmana l'epiteli estava totalment recuperat i revestit 
de cuticula. El procés de cicatrització va acompanyat d'una contractura mus- 
cular que determina un grau d'immobilització fonamental per a permetre la 
recuperació de la ferida. 

Hem pogut observar que en les cremades, la cicatrització continua les ma- 
teixes etapes que en les ferides per tall o erosió mecinica, pero a ritme molt 
més lent. La formació del tap, molt rapida en els traumes mecanics, no 
comenqa fins a les 6-12 h del postoperatori i no es completa fins passades Ilar- 
gament les 24 h. La re-epitelització no té lloc fins quan han transcorregut 
quasi 48 h del postoperatori mentre que en les ferides per tall, la re-epitelitza- 
cio es produeix al cap 4-6 h del postoperatori (Huguet & Molinas, 1988). 

La utilització del Microscopi electronic de rastreig (SEM) ha resultat im- 
prescindible per a l'estudi de les diferents etapes del procés i especialment per 
observar la transformació de les cbl-lules epitelials en els moments inicials de 
la migració. Aquestes observacions complementen i clarifiquen les que es fan 
a través dels talls. Les cé1.lules epitelials columnars en condicions normals són 
cbl-lules estitiques, adherides fermament sobre la lamina basal per abundants 
hemidesmosomes (Berchtold, 1985; Huguet & Molinas, 1986). Aquestes 
cbl.lules únicament adquireixen capacitat migratbria durant els processos ci- 
catricials. Les c6l.lules modifiquen la seva morfologia cilíndrica per adquirir 
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Figura 4. Esquema mostrant les diferents etapes del procés de cicatritzaci6 d'una cre- 
mada a Hirudo medicinalis. A) Etapa inicial del postoperatori mostrant la afectaci6 
dels teixits superficials i la cutícula trencada; B) i C) progressi6 de cbl.lules ameboides 
per formar el tap que engloba els teixits necrbtics; D) escara; E i F) epitelitzaci6 del 

tap i recuperaci6 progressiva de les ctl.lules columnars. 



122 M. MOLINAS. J. DALMAU I G. HUGUET 

un aspecte pavimentós estellat i formen 1amel.lipodis. En  la seva transfor- 
mació adquireixen una morfologia similar a la d'altres cel~lules migratbries 
com amebes, fibroblasts, neutrofils o monbcits, per exemple. En  el conjunt 
de les ckl.lules migratbries, el moviment s'origina pel flux de material en re- 
gions especifiques del citoplasma cortical; flux dirigit per la xarxa microtubu- 
lar (Bray & White, 1988). El  poderós citosquelet propi de l'epiteli columnar 
(Huguet & Molinas, 1987) es troba probablement involucrat en els canvis de 
la fase migratbria i en la posterior diferenciació de les c6l.lules per retornar a 
la forma columnar. 

Hem de destacar que en tota l'experimentació realitzada i en les seves re- 
peticions no s'ha observat mortalitat ni cap malaltia dels animals. Aquests su- 
peren ripidament l 'estrb produit per la cremada i amb les elementals mesures 
higikniques preses no es manifesten problemes d'infecció bacteriana o fúngi- 
ca, fet que posa en evidkncia uns mecanismes de defensa de provada eficicia. 
Possiblement, a més de l'acció dels macrofags hi intervenen les abundants se- 
crecions mucoses de l'animal. 
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