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RESUMEN

La piel es sin duda el 6rgano por excelencia en la anatomia humana, por extension y por
su implicacion en multiples funciones que incluye la sintesis de vitamina D(1)(2)(3). La
integridad de la piel en muchas ocasiones se puede ver alterada por distintos mecanismos

lesivos, que abocan muchas veces en una herida.

El objetivo de este estudio experimental ha sido comprobar la eficacia de diferentes
formulaciones de curcumina en nanoparticulas, aplicadas en las heridas de espesor total en ratas

(Sprague-Dawley) sanas y en ratas diabetizadas.

Las distintas preparaciones se aplicaron a diario en las heridas y se hizo una evaluacion
macroscopica del diametro de la herida, asi como un estudio histomorfométrico e

inmunohistoquimico (s6lo en ratas diabéticas) en los dias 3, 7 y 14.

En el estudio macroscopico de ratas sanas se obtuvo una mas rapida cicatrizacion en las
tratadas con curcumina en glicerosomas recubiertos de &cido hialurénico (AH). Los resultados
de las variables histomorfométricas demostraron una clara tendencia a la reepitelizacion precoz
del grupo de ratas sanas tratadas con curcumina en glicerosomas+AH, si bien no se hallaron
diferencias estadisticamente significativas (d.e.s). El resto de variables histomorfométricas no

mostraron d.e.s El estudio inmunohistoquimico no relevo d.e.s.

Concluimos que la eficacia de la encapsulacion de curcumina en glicerosomas+AH frente
a otras presentaciones se haya debido a la consecucion de una mayor concentracion de
curcumina en la herida y mayor estabilidad, asi como por el efecto adyuvante del AH

(antiinflamatorio y promotor de la movilidad celular).






1.- INTRODUCCION

1.1 LAPIEL COMO SISTEMA

1.1.1 Concepto

La piel comprende la “cubierta” que cubre toda la anatomia del cuerpo humano y que se
compone fundamentalmente de 3 capas bien diferenciadas anatdbmicamente y funcionalmente.

Estas son la epidermis, la dermis y la hipodermis o tejido celular subcutaneo. (19).

En un adulto la extension de la piel puede llegar hasta 2 m2 y un peso de hasta 4-5 kg.

Cuando describimos a esta estructura como sistema es por su compleja estructura y por el
desempefio de multiples funciones en distintos campos como el endocrino entre otros(1)(20).
Hay que reconocer que muchas de las funciones que conocemos actualmente se han identificado

después de que éstas hayan desaparecido o hayan sido defectuosas.

Asi pues, la primera de estas funciones que es evidente en cuanto existe una solucion de
continuidad es su funcion barrera. Dicha funcion comprende de entrada la barrera fisica, en
tanto en cuanto impide que penetren a traves de ella distintas moléculas, particulas, y
microorganismos. Dicha funcidn viene determinada por su compacta capa cérnea (mas adelante
desarrollada) y por las constantes fisicas como resistencia eléctrica (media de 100.000
ohmios)(21), carga eléctrica, ph, e hidrofobia. De la misma forma evita la salida descontrolada

hacia el exterior de importantes moléculas como son el agua y sales minerales entre otras.

La presencia del sistema inmunoldgico en el seno de la piel, con poblaciones procedentes
del torrente sanguineo y de otras especificas de tejido cutaneo hacen que sea de suma
importancia su conocimiento para entender su funcién y su disfuncion en forma de dermatosis
inflamatorias y tumorales. La presencia de este sistema inmune asegura la captacion temprana
de moléculas o microorganismos por parte de células especializadas como las células
dendriticas y su presentacion a otras células fundamentales como son los linfocitos T.(22) .Este
excepcionalmente complejo sistema inmunoldgico cutaneo es capaz de contener dichos
elementos y evitar la mayor parte de las veces, progresion infecciosa y/o dafio tisular. Esta

inmunidad asi mismo es fundamental en el control de aquellas poblaciones celulares cutaneas



que se “desacoplen” de los sistemas de control del crecimiento celular, es decir son capaces de
reconocer y eliminar células neoplasicas; es lo que se denomina control tumoral(23). Esta
funcion es tan relevante que actualmente la gran revolucion en tratamiento de algunos de los
tumores cutaneos de peor prondéstico son los farmacos que estimulan la funcion inmunoldgica
(ej. antiPD1-PDL1).(24)

Durante la embriogénesis aparecen multiples estructuras especializadas en el seno de la

piel que son fundamentales para otra de sus funciones como son (22):

- Tacto fino: corpusculos de Meissner.

- Presidn/textura: corplsculos de Merkel.

- Presion profunda/Vibracion: corpusculos de Pacini.
- Frio: corpusculos de Krause.

- Calor: corpusculos de Ruffini.

- Dolor: terminaciones nerviosas/ células de Schwann especializadas(25).

La piel es fundamental dentro en el control de la temperatura corporal (homeotermia) (26).
Para disipar el exceso de calor generado por el medio interno disponemos de varios mecanismos

como son: son la irradiacion, la conveccion y conduccion, vasodilatacion(27) y sudacion.

En el caso de tener que evitar el enfriamiento y tener que conservar el calor la piel dispone

de otros mecanismos:

- Vasoconstriccion(27): se impide la pérdida de calor al llegar menos sangre a territorios
acrales.
- Piloereccion: la contraccion de la musculatura lisa asociada a los foliculos pilotos

contribuye a crear una capa de aire de mayor grosor que resiste a la conveccion.



1.1.2 Ontogenia

Durante la gestacion, en la 3% semana de desarrollo embrionario, la gastrula presenta 3
capas celulares diferenciadas: ectodermo, mesodermo y endodermo. La capa ectodérmica se
especializard hacia una capa ectodérmica superficial o hacia neuroectodermo. La primera se
diferenciara hacia la formacién de queratinocitos, que se dispondrén en una capa monocelular.
En etapas posteriores aparecera una capa mas superficial denominada peridermo, que
constituye la primera “barrera” epidérmica hasta que aparezca la queratinizaciéon en el 2°
trimestre de desarrollo; el peridermo se pasara a constituir parte del vérmix caseoso de los recién
nacidos. La estratificacion de la epidermis comienza aproximadamente en la 8 semana de
gestacion y es a mediados del 3° trimestre cuando la piel embrionaria tiene morfologia “adulta”.
En la consecucion de la diferenciacion epidérmica son numerosos los genes implicados,
destacando el papel de “director de orquesta” del gen TP63, que a través de su proteina p63
consigue dicho proceso(28). Las mutaciones de este gen, producen fenotipos con buena

correlacion genotipo-fenotipo.

El proceso de migracion de las células epidérmicas durante la embriogénesis sigue un
patrén de extension proximal-distal que se denominan lineas de Blaschko(29). Estos patrones
de migracién son visibles cuando se producen mutaciones en el genoma de las células madre
epidérmicas, apareciendo mosaicismo genético y manifestandose en patrones en forma de “S”

0 “V” fundamentalmente (30).

La presencia de los melanocitos en la piel aparece antes de la 12 semana de edad fetal,
estos derivan de la cresta neural(22). Para poder llegar a la epidermis, las células precursoras
de los melanocitos denominadas melanoblastos, se desplazan por el mesodermo siguiendo la
via de migracion dorsolateral de la cresta neural y central en el tronco, anterior en cara y cuello
y distan en las extremidades. Otra forma de llegar a piel es a través de la diferenciacién de los
precursores de las células de Schwann derivadas de la cresta neural, que migran a través de los

tractos nerviosos.

En este proceso de migracion-diferenciacion es fundamental el papel del MITF a través de

la regulacion de distintos grupos de genes y siguiendo una secuencia temporal determinada(31).



Durante el desarrollo del embrion, podemos encontrar los melanocitos localizados en la
dermis, siendo el polo cefélico su ubicacion mas precoz (antes de la 10 semana de gestaciéon),
pero en su migracion llegan hasta la capa basal de la epidermis y los restantes melanocitos
dérmicos desaparecen via apoptosis. Hay una excepcién, al final de la gestacion queda un
remanente de melanocitos dérmicos con capacidad de sintesis de melanina y que se localizan

en el polo ceféalico, zona sacra y dorso de pies y manos (32).

Los melanocitos epidérmicos se disponen a lo largo de la membrana basal y constituyen la
denominada unidad melanocito-queratinocito, en la que un sélo melanocito establece contacto
a través de sus dendritas con aprox 30 queratinocitos adyacentes y transfiere los
melanosomas(22). Estos melanosomas se disponen en la parte aplicar del melanocito,
ejerciendo asi su proteccion sobre el material genético celular. Los melanocitos también migran
hasta el bulbo piloso y promontorio, esta Ultima localizacion se ha identificado recientemente
como la “reserva” de células madre melanociticas, responsables de la repigmentacion cutanea
y pilosa en el proceso de reparacion cutanea(33). El numero de melanocitos en similar en las
distintas razas humanas, lo que determina el color de la piel es la actividad de dichos

melanocitos a la hora de producir melanina.

Otro tipo celular de gran relevancia por su papel inmunolégico en la piel son las células de
Langerhans. Derivadas de precursores de la médula dsea se detectan precozmente en la piel
embrionaria (antes de las 6 semanas). Se caracterizan por ser células dendriticas y por la
presencia de los granulos de Birbeck, organelas intracelulares relacionadas con la funcion de
captacion y presentacion antagonica de estas células especializadas. En el desarrollo de su
funcion pueden migrar a la dermis y posteriormente a los ganglios linfaticos locorregionales y

amplificar la respuesta inmune.

Las células de Merkel(34) también aparecen en la piel embrionaria en las etapas iniciales
de embriogénesis, en primer lugar en palmas y plantas, donde seran especialmente abundantes.
Clasicamente se le ha atribuido un origen neural, sin embargo se ha podido demostrar que su
origen es ontogénicamente epidérmico. Su disposicién individual a lo largo de la membrana

basal y en intima aposicion con las neuronas sensoriales Abeta y formando “grumos”
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denominados domos tactiles en piel pilosa hacen que este tipo celular cumpla su funcién de
receptor tactil. Las células de Merkel contiene granulos neurosecretores cuyo contenido se
piensa tiene funcién neurotransmisora, neuroendocrina y posiblemente trafica sobre los
queratinocitos adyacentes. Su localizacion en la vaina pilosa externa, en la zona de insercion
del masculo piloerector hace pensar su implicacion en la induccién de la fase de anagen
folicular. Por su capacidad neurosecretora, se piensa que las celulas de Merkel pueden ser un
actor principal en la homeostasis cutinea a través de mecanismos autocrinos, paracrinos,

influyendo en los sistemas vascular, inmunolégico y pigmentarlo.

El origen de las dermis varia en funcion de localizacion anatomica. Si bien en tronco y
extremidades deriva de las células mesodérmicas embrionarias, en la cara y mitad anterior del

cuero cabelludo su origen reside en las células ectodérmicas de la cresta neural.

La presencia de fibroblastos en el embriones de 8 semanas se puede demostrar y son
capaces de sintetizar abundante colageno 111 y en menor proporcion colageno 1. Hasta el final
del segundo trimestre, la capacidad de regeneracion dérmica permite que la reparacion cutanea
no deje cicatrices visibles. La organizacion del sistema vascular y de tractos nerviosos a traves
de la dermis es evidente a partir del primer trimestre y no son definitivos hasta el final de la

gestacion.

La aparicion de las estructuras de soporte entre la dermis y la epidermis constituyen la
denominada union dermoepidérmica. A parte de estabilidad mecénica y estructural a la piel,
también cumple otras funciones como son la regulacion del trafico de moléculas y células entre

dermis y epidermis, asi como de “andamiaje” en el proceso de reparacion cutanea.

La membrana basal se constituye con distintos componentes sintetizados por los
queratinocitos basales y los fibroblastos dérmicos, dando lugar al citoesqueleto,
hemidesmosomas, lamina lucida, lamina densa y fibras de anclaje. Es en la semana 12 cuando

se puede comprobar que esta importante estructura ya esta plenamente constituida.
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1.1.3 Histologia de la piel

Estrato Estrato
granuloso corneo

Pelo Conducto sudoriparo

Estrato Disco de Merkel

espinoso
Estrato
basal .

— Epidermis

L Dernus

Hipodermis

Corpusculo de Ruffini

| Gldndula ! Foliculo
Vena sudoripara piloso

Arteria

Imagen 1: Esquema anatomia de la piel. (http://www.stetikmed.cl/articulos-PDF/Steikmed-Anatomia-
y-fisiologia-de-la-piel.pdf.)

En el estudio microscépico de la piel diferenciamos 3 capas claramente diferenciadas(35):

1.1.3.1 Epidermis

La epidermis es la capa mas superficial de la piel, y se dispone en 5 niveles con algunas
modificaciones en determinadas localizaciones del cuerpo que contribuyen a su funcién
especifica de zona.

a) Capa basal: es el estrato més profundo de la epidermis. Constituida por los queratinocitos
basales, melanocitos y células de Merkel, asi como por las stem cell de los queratinocitos. Los
primeros son méas basofilos que en el resto de capas de la piel, por su alto contenido en
ribosomas. La zona de transicién entre esta capa y la dermis se denomina membrana basal y
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que hemos descrito en lineas anteriores, siendo fundamental el papel de los hemidesmosomas

como anclaje al resto de elementos.

b) Estrato espinoso o capa de Malphigio: constituido por varias hileras de queratinocitos
nucleares y que mantienen unidos a través de estructuras especializadas denominadas
desmosomas y que les dan el aspecto de “espinas”. En este nivel se disponen las células de
Langerhans y bajo determinados estimulos (esposicion UV) podemos encontrar células de
Merkel.

c) Capa granulosa: formada por escasas filas de queratinocitos que pierden el nacleo celular
y acumulan granulos de queratohialina, contribuyendo al proceso de cornificacién. También se

localizan a este nivel los cuerpos lamelares que contienen lipidos.

d) Capa lucida: monocapa de queratinocitos anulados y con contenido en elimina y hialina,

y gue estan presentes en localizaciones como las plantas de los pies y palmas.

e) Capa cornea: es la capa mas superficial de la epidermis. Constituida por queratinocitos
anucleados y que contiene queratina (corneocitos), embebidos en una matriz hidrolipidica cuyo
ph entre 5-6 ejerce un efecto antimicrobiano. En el polo inferior de esta capa se mantienen
uniones desmosomicas (corneosomas) hasta que desaparecen en la zona superior de esta capa,
produciéndose el fendbmeno de descamacion. Dicha descamacion fisioldgica es un mecanismo
que dificulta la presencia estable de multiples microorganismos potencialmente patdgenos.
Hasta la capa cornea llegan los orificios de drenaje de las glandulas sudoriparas ecrinas y se

produce la salida del pelo del foliculo piloso.
1.1.3.2 Dermis
La dermis o corion es un tejido conectivo de soporte, compresible y elastico que subyace
a la epidermis, y que permite que en su interior asienten las estructuras vasculares y nerviosas.

Se compone de células, moléculas fibrosas y una sustancia fundamental que se renuevan

constantemente. El grosor de la dermis varia considerablemente con la ubicacion anatomica,
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siendo mayor en la espalda o palmo-plantar que en la cara medial de los brazos, su estructura

microscopica varias segun el nivel de profundidad que evaluemos.

La dermis papilar, mas superficial, forma proyecciones digitiformes hacia la epidermis
(papilas dérmicas) y se alternan con las crestas de la epidermis, lo que aumenta la superficie de
contacto entre la dermisy la epidermis y permite una mejor adhesion entre estas capas. Contiene
varias células (fibroblastos, dendrocitos dérmicos, mastocitos), vasos y terminaciones nerviosas.
Esta hecho de fibras de colageno tipo I y Ill, dispuestas en haces sueltos y de finas fibras
elasticas que se extienden perpendicularmente a la unién dermoepidérmica. En los dedos, las
papilas dérmicas contienen corpusculos tactiles, terminaciones nerviosas especializadas que
actlan como mecanorreceptores. La dermis reticular, mas profunda, esta hecha de haces de
coldgeno maés gruesos, que tienden a estar paralelos a la superficie de la piel. La red elastica
también es mas gruesa. La dermis reticular contiene la parte profunda de los apéndices cutaneos,

los plexos vasculares y nerviosos.

- Los fibroblastos son los productores de colageno, fibras elasticas y sustancia
fundamental.

- Los miofibroblastos aparecen durante el proceso de reparacion tisular y contienen
actina muscular.

- Los dendrocitos dérmicos forman parte del grupo de células presentadoras de antigenos
y no contienen los granulos de Birbeck de las células de Langerhans.

- Por dltimo, los mastocitos son células que redondeadas que se disponen alrededor de

vasos y anejos y forman parte de la vigilancia y respuesta inmunoldgica.

1.1.3.3 La hipodermis

El tejido celular subcutaneo es la parte mas profunda de la piel y la separa de las estructuras
esqueléticas como son fascia, hueso y estructuras tendinosas. Contribuye de forma activa en la
termorregulacion, ya que por un lado actta como aislante térmico y por otro lado puede generar
calor a partir del consumo de tejido adiposo pardo. A través de distintas rutas metabolicas puede

almacenar energia en forma de lipidos que acumula en las células mas abundantes que son los
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adipocitos. Por otro lado, la hipodermis actia como barrera fisica y es capaz de amortiguar

fuerzas de compresion mecanica.

Los adipocitos se organizan en lobulillos, que a su vez se disponen en lébulos de mayor
tamafio y que estan separados por tractos fibrosos (septos) en los que se disponen los plexos
nerviosos y vasculares méas profundos de la piel. EI grosor del paniculo adiposo muestra una
gran variabilidad dependiendo del &rea anatomica y hay variaciones dependiendo del sexo. La
movilizacién de grasas dependiendo del estado anabolico-catabdlico provoca que esta parte del
tegumento pueda variar de grosor en poco tiempo. Finalmente hay que decir que el tejido
adiposo se ha mostrado como una fuente potencial de células madre y de tratamiento de tejidos

de origen mesenquimal (36)(37).

1.2. SOLUCION DE CONTINUIDAD DE LA INTEGRIDAD CUTANEA

El concepto de ruptura de la integridad cutdnea o herida engloba la aparicion de una
soluciéon de continuidad en la epidermis, pudiendo afectar a capas mas profundas. Los
mecanismos de accion para producir una herida cutanea incluyen abarcan los factores fisicos,

quimicos, térmicos y eléctricos.

Una herida cutanea supone un compromiso en la funcién de la piel y supone una via de
entrada a distintos agentes biol6dgicos con el consiguiente riesgo de infeccién local y
posteriormente generalizada. En el mismo momento de la generacién de la herida, se inicia una
cascada de fendmenos de reparacion en los que ahora insistiremos. Después del periodo fetal,
la reparacién cutanea no es perfecta en cuanto a que siempre quedara un tejido cicatrizal que
preserva la integridad cuténea pero que puede no contener todos los componentes histolégicos
descritos anteriormente, y ser por tanto ser idéntica a la piel inicial desde el punto de vista

funcional.

Otro aspecto fundamental es el tiempo de cicatrizacion, pues el retraso en la reparacion
tisular y la inflamacion cronica pueden comprometer la viabilidad de la herida y favorecer
fendmenos infecciosos, incluso la degeneracion en tumores cutdneos como la Ulcera de
Marjolin(38).
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De modo genérico podemos diferenciar las heridas cutaneas segun su duracion: en agudas

y cronicas(39).

Las heridas agudas generalmente tienen un mecanismo de lesion facilmente identificable
con la integridad de la piel alterada, generalmente debido a alguna forma de trauma. La
disrupcion cutanea aguda y traumatica puede resultar de mecanismos contundentes o

penetrantes con una variedad de tamafios, profundidades y ubicaciones de heridas.

Las heridas quirurgicas son una forma controlada de herida aguda que se crea en el entorno
de la sala de operaciones. Las heridas quirtrgicas se clasifican segun el grado de carga
bacteriana o la contaminacion de la herida quirdrgica y se utilizan para predecir el riesgo de
infeccion de la herida quirtrgica que puede afectar la cicatrizacion de la herida. Las cuatro
categorias son limpias, limpias-contaminadas, contaminadas y sucia(40). La mayoria de las
heridas limpias y limpias-contaminadas se cierran principalmente al finalizar la cirugia, sin
embargo las heridas contaminadas y sucias, asi como las heridas quirdrgicas que requieren la
extraccion de grapas o suturas debido a una infeccion de la herida postoperatoria, se dejan

abiertas y requieren cuidado de la herida para su cierre por segunda intencion.

Imagen 2: Herida tras exéresis de tumor en cuero cabelludo con injerto parcialmente necrosado en
periferia. (Archivo personal)
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Imagen 3: Amplio defecto quirurgico tras exéresis de carcinoma espinocelular en zona te
drcha. (Archivo personal)
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Imagen 5: Amplio defecto quirtrgico tras exéresis que incluye todo el espesor de la piel de la
afectada de hidradenitis supurativa. (Archivo Personal)

Cuando el proceso de curacion se detiene, puede desarrollarse una herida crénica, y es mas
probable que esto ocurra en pacientes con trastornos médicos subyacentes. Una herida cronica
se define como una herida que no responde al tratamiento inicial o mantenido, sin mostrar una
mejora significativa hacia la curacion en 4-6 semanas(41)(42). Las heridas crénicas pueden
desarrollarse a partir de lesiones cutaneas agudas traumaticas o quirdrgicas o como resultado
de la ruptura de la piel previamente intacta. Los pacientes con la percepcion del dolor alterada
son vulnerables a lesiones repetitivas agudas y cronicas. En algunos pacientes con neuropatia
sensorial, la lesion puede pasar desapercibida si el area lesionada no se inspecciona
rutinariamente. Los pacientes con diabetes, particularmente aquellos con obstruccion arterial,
tienen un alto riesgo de este tipo de lesiones. Las heridas cronicas generalmente se asocian con
alteraciones fisiol6gicas que retrasan o impiden la cicatrizacion de la herida. En concreto las
heridas crénicas se observan con més frecuencia en los miembros inferiores de pacientes que

presentan a insuficiencia venosa cronica, enfermedad arterial periférica y/o diabetes mellitus.
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1.3 PROCESO DE REPARACION CUTANEA-CICATRIZACION

El proceso de cicatrizacién supone una ventaja evolutiva, pues se consigue reparar las
funciones de barrera fisica, quimica y bacteriana. No se debe confundir dicho concepto con la
regeneracion cutanea que ocurre en la piel fetal, hasta aproximadamente la 24 semanas de
gestacion(22). Pues en ésta, hay una sustitucion integra del tegumento dafiado, sin embargo el
proceso de reparacion supone una forma poco especifica de cicatrizacion en la que parte del

tegumento es sustituido por tejido conjuntivo fibroso, que deja finalmente una cicatriz.

La cura de las heridas ha sido considerada de gran importancia desde tiempos ancestrales,

existiendo referencias documentadas ya en el Antiguo Egipto(43).

El proceso de cicatrizacién es un fendmeno dinamico que se inicia en el mismo momento
de la aparicion de la solucion de continuidad de la piel y que implica un enorme abanico de

actores celulares y quimicos y que puede durar afios.

Las heridas de espesor parcial, que incluyen la epidermis y parte de la dermis, curan
preservando las faneras. Sin embargo cuando hay una destruccion de la epidermis y todo el

espesor de la dermis, el proceso de cura acaba en forma de cicatriz(44).

1.3.1 Fases del proceso de cicatrizacién

1.3.1.1 Respuesta vascular

La primera etapa de la cicatrizacion fisiologica de una herida cutanea se centra en la
contencion del sangrado o hemostasiay en la formacion de una matriz provisional. Esto sucede
inmediatamente después del proceso lesivo y se completa en pocas horas.

El dafio vascular sanguineo y linfatico produce la ingurgitacion de la herida, y este flujo de
liquido contribuye a la expulsion de microorganismos y antigenos. A continuacion se activan

los sistemas extrinseco (factores de coagulacion) e intrinseco (plaquetas) para formar el tapon

plaquetario y fibrina. Las plaquetas inducen también un proceso de vasoconstriccion que
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durante 5-10 minutos reduce el sangrado y permite que se forme rellene la herida de una coagulo
rico en factores de crecimiento y citoquinas. Este coagulo contiene ademas fibronectina,
vitronectina, fibrina y trombospondinas(45) que forman una matriz a través de la cual pueden

migrar las células endoteliales, queratinocitos, fibroblastos y leucocitos.

El fendbmeno de vasoconstriccion junto con la presencia del codgulo hacen que la
concentracion de oxigeno tisular disminuya, se produzca glicolisis y varie se acidifique el ph

tisular, dificultando la colonizacién por determinados gérmenes.

A continuacion se produce una vasodilatacion (reconocible por el edema y eritema) que
contribuye a que lleguen mas plaquetas y leucocitos al lecho de la herida y que se liberen méas
citoquinas y factores de crecimiento que inician la fase inflamatoria (fase tardia). De este modo

la liberacidn de citoquinas interviene en:

- IL-1, IL1, IL-6 y TNF-alfa: contribuye a la inflamacion.

- IL-1, IL1, IL-6 y TNF-beta: estimula la sintesis de colageno.

- TGF-beta: induce la transformacion miofibroblastica de los fibroblastos.
- FGF-2, VEGF-A, HIF-1alfa, TGF-beta: activa la neoangiogénesis.

- EGF, FGF-2, IGF-1, TGF-alfa: induce la reepitelizacion.

1.3.1.2 Respuesta celular: inflamacién

El inicio de la inflamacidn se activa con el inicio de la hemostasia/coagulacion. De forma
simplificada podemos diferencia una fase inicial en la que existe un reclutamiento de neutrdfilos

y otra mas tardia que se caracteriza por la llegada y transformacion de los monocitos.

La llegada temprana de los neutrofilos es inducida por la presencia de moléculas de origen
bacteriano, productos procedentes de la activacion plaquetaria y por la activacion de la via del
complemento. Su presencia en la herida dura hasta 5 dias, prologandose en caso de que haya
infeccion de la herida. Su capacidad de fagocitosis, secrecion de moléculas antibacterianas
(péptidos cationicos, eicosanoides) y de liberacién de proteasas (elastasa, catepsina G,

proteinasa 3 y uroquinasa) son claves en la destruccion bacterianay del tejido necrético, ademas
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de liberar factores como el TNFalfa-, IL-1 e IL-6 y que son responsables de la llegada al lecho
de la herida de otras actores implicados en la inflamacion. Ademas de todo esto, los neutréfilos
son capaces de modificar el perfil de secrecion de citoquinas y su fenotipo, aumentando “in situ”

su capacidad innata fagocitica.

Aproximadamente a los 3 dias del inicio de la reparacion cutanea, aparecen los macrofagos,
que contribuyen a la fase inflamatoria con su accion fagocitica de restos de microorganismos y
tisulares. La secrecion por su parte de otros factores de crecimiento, quimiotacticos y citoquinas,
favorecen la transicion hacia la siguiente fase de la cicatrizacion y que es la fase proliferativa.
Asi, la liberacion de TGF- beta y alfa, FGF basico, PDGF y VEGF promueve la sintesis de la

matriz extracelular y proliferacion celular.

Parece existir cierta relacion entre la intensidad de la inflamacion y la calidad/cantidad de
tejido cicatrizal frente el tejido normal que se esta reparando(45). EI paralelismo que se
establece entre la ausencia de esta fase inflamatoria en la reparacion del tejido embrionario sin
cicatrizacion apoya la contribucion esta fase con la fibrosis(46). La induccién de inflamacion

en la herida de tejido fetal induce la aparicion de cicatrices.

Las heridas de evolucion torpida y con dificultad para curar muestran una fase inflamatoria

cronica que favorece que finalmente la cicatriz sea hipertréfica o queloidea.

1.3.1.3 Respuesta proliferativa y reparacion

1.3.1.3.1 Reepitelizacion

El proceso de reepitelizacion lo llevan a cabo los queratinocitos de los bordes de la herida
y las células madre epiteliales localizadas en glandulas sudoriparas y unidades
pilosebaceas(47)(48). Se ha demostrado una deplecidn de estas células madre en las heridas
cronicas, atribuible a la inflacion cronica e hipoxia (44). La reepitelizacion se activa mediante
vias de sefializacion de células epiteliales y no epiteliales localizadas en los bordes de la herida,
que liberan citoquinas y factores de crecimiento, como EGF, KGF, IGF-1 y NGF. La

produccién de elastasa y colagenasa produce la pérdida de los anclajes por desmosomas y
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hemidesmosomas de los queratinocitos del borde de la herida, produce un aumento de su
permeabilidad de la membrana celular a iones como el calcio, esto a su vez favorece que el
citoesqueleto se organice para favorecer la migracion celular sobre la matriz de fibrina del
coagulo ya existente. Esta migracion se realiza mediante la emision de lamelopodios, los cuales
son constituidos por polimerizacion de los microfilamentos de actina, el anclaje de estas
prolongaciones celulares con la matriz extracelular corre a cargo de las integrinas. Para poder
orquestar esta reorganizacion y polarizacion del citoesqueleto de los queratinocitos, son
fundamentales las Rho GTPasas, ademas son las responsables de la interrupcion de esta
migracion en cuanto existe contacto entre las células migratorias. A continuacion estos
contactos se consolidan a través de moléculas de adhesion intercelular, desapareciendo los

lamolopodios(49).

1.3.1.3.2 Angiogénesis

El inicio de la neovascularizacion se debe a los factores de crecimiento como, PDGF,

FGF VEGF y por proteasas como la trombina. La unidén de estos factores a las células
endoteliales de los vasos de la herida inducen su activacion a través de proliferacion y secrecion
de enzimas proteoliticas que destruyen la membrana basal, y metaloproteinasas para disolver la
matriz extracelular y asi a modo de “brotes” los neovasos penetran en el codgulo, siendo la
metaloproteinasa 9 un actor relevante en esta fase(50) . La migracién endotelial se organiza
mediante la sintesis moléculas de adhesion como las integrinas. Mediante la integracion de
células musculares lisas y pericitos mejora la integridad de las paredes vasculares. Cuando ha
habido un compromiso del todo el espesor dérmico, los vasos inicialmente se disponen a modo
de anillo en la parte mas profunda y emiten neovasos que ascienden de forma perpendicular a
lapiel ("’sola cutis se reficientis”), posteriormente estos vasos iniciales y profundos desaparecen

y se forman anastomaosis de los vasos mas superficiales.
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1.3.1.3.3 Fibrinogénesis

Supone la Gltima etapa cronoldgica de la fase proliferativa, siendo sinérgica con la
remodelacion y que viene a sustituir la matriz de fibrina y fibronectina que ocupaba el espacio

de la herida en reparacion.

El tejido de granulacion se caracteriza por una alta densidad de fibroblastos, granulocitos,
macrofagos, capilares y haces de colageno desorganizados (44). Como el proceso de
angiogeénesis continGa en esta fase es tipico el color rojo intenso que posee este tejido,
sangrando con facilidad. En este momento cronoldgico, el fibroblasto es el actor principal: pues
sintetiza colageno, sobre todo tipo Il (inducido por el TNFB)(51), y la matriz extracelular, que
ahora estd constituida por fibronectina, &cido hialurénico, glicosaminoglicanos Yy
proteoglicanos. Esta matriz extracelular proporciona el soporte y constituye las vias por la que
las células emigran y se diferencian. Conforme nos acercamos al final de esta fase , los
fibroblastos se diferencian en miofibroblastos y el resto muere por apoptosis(52).

Imagen 6 Herida activa con abundante tejido de Imagen 7: Tincién de tricémico de Masson que

granulacion. H-E ( 50x) muestra abundante deposicion de colageno y

marcado proceso de neovascularizacion. (20x)

1.3.1.3.4 Remodelacién

La cicatrizacion de las heridas acaba con el proceso de remodelacion, que se inicia a partir
de la 3% semana y puede durar hasta un afio. La etapa de granulacion finaliza con la muerte
celular por apoptosis, de tal forma que una herida en su estadio final es avascular y con escaso
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componente celular. En esta fase el colageno tipo I, con mayor resistencia mecanica, sustituye
al colageno tipo 111 que fue producido durante la fase proliferativa. Este tipo de coldgeno esta
orientado en pequefios haces paralelos y, por lo tanto, es diferente del colageno de tejido de
cesta en la dermis sana. Como hemos comentado antes, el proceso angiogénico cesa,
disminuyendo el flujo de sangre a la herida. Los miofibroblastos, a través de su capacidad de

unién a las fibras de colageno y a su capacidad contréctil, disminuyen el area de cicatrizacion.

Al final del proceso de cicatrizacion es evidente que no existe la capacidad de regeneracion
de las glandulas sudoriparas ni de las unidades pilosebaceas, si la herida produjo un intenso
dafo tisular. La epidermis cicatricial difiere de la no cicatricial en que suele ser algo mas

atrofica al final de este proceso y con frecuencia adolece de las crestas interpapilares.

Finalmente el estrés mecanico puede estimular los receptores mecanosensitivos y a través
de la liberacion de neuropéptidos por las fibras nerviosas, pueden alterar el proceso de
neoangiogénesis y de produccién de coldgeno y matriz extracelular por parte de los
fibroblastos(53).

1.3.2 Tratamiento de las heridas cutaneas

Previo a la exposicion del arsenal terapéutico disponible hasta este momento para el
tratamiento de las heridas cutaneas, considero importante sefialar cuales son los principales

factores de riesgo que pueden comprometer dicho proceso de reparacién cutanea:

1.3.2.1 Factores de riesgo

Infeccion: La infeccion retrasa el proceso de cicatrizacién por varios mecanismos. Los
microorganismos producen mediadores inflamatorios que inhiben la fase inflamatoria como la
reepitelizacion. La infeccion también provoca la muerte celular, lo que aumenta el entorno
inflamatorio local, entorpece la granulacion y ademas es un entorno favorable para perpeturar
lainfeccion. El grado de contaminacién de una herida quirtrgica en el momento de la operacion

es un factor de riesgo importante para la infeccion. Las heridas se clasifican como limpias (no
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infectadas), limpias- contaminadas (entrada en las vias respiratorias, alimentarias, urinarias o

genitales), contaminadas (heridas traumaticas, técnica de rotura estéril) o sucias-infectadas(54).

La definicidn de la infeccidn de la herida quirtrgica es cuando se produce en o cerca de la
incision quirargica dentro de los 30 dias del procedimiento o dentro de los 90 dias de la
implantacion del material protésico(40). La infeccion de la herida quirdrgica es con frecuencia
localizada, pero también pueden extenderse a estructuras adyacentes méas profundas. Asi, la
celulitis se refiere a una inflamacion no necrotizante de la piel y el tejido celular subcutaneo.
Cuando es de causa infecciosa, la via de entrada suele ser la misma herida cutanea, aunque en

ocasiones se produce una celulitis infecciosa a traves de heridas no visibles a simple vista.

Tabaco: Los componentes del humo del tabaco y los mecanismos responsables de los
efectos vasoactivos y otros efectos del tabaquismo no se han dilucidado completamente. El
humo del tabaco es una mezcla compleja de compuestos (monoxido de carbono, nicotina,
alquitran, cianuro de hidrégeno, oxidos de nitrogeno, N-nitrosaminas, formaldehido,
benceno)(55). El efecto patogénico sobre la cicatrizacion de heridas es multifactorial,
incluyendo vasoconstriccion que causa una isquemia relativa de los tejidos operados, una
respuesta inflamatoria reducida, mecanismos bactericidas deteriorados y alteraciones del
metabolismo del coladgeno. El paciente fumador y exfumador tiene mas complicaciones
postoperatorias de curacién de heridas, en comparacion con los no fumadores. (39). Una
revision sistematica identificd cuatro ensayos aleatorios que evaluaron el impacto del abandono
del habito de fumar preoperatorio (intervalo de abstinencia de cuatro a ocho semanas) en la
cicatrizacion de heridas postoperatorias. EI abandono del habito de fumar preoperatorio redujo
significativamente la incidencia de infeccion del sitio quirdrgico(56). Aunque la
vasoconstriccion inducida por fumar, mediada por la nicotina, puede reducir el flujo sanguineo
hasta en un 40 por ciento, el efecto parece ser temporal, recuperandose el flujo previo antes de
una hora(57).

Envejecimiento: El envejecimiento cutaneo se caracteriza por procesos intrinsecos y

extrinsecos.
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a) El envejecimiento intrinseco o cronoldgico esta genéticamente determinado y se

caracteriza por el adelgazamiento de todas sus capas de la piel y hay una disminucion de la
capacidad de reclutamiento celular epidérmica, lo que puede explicar una cicatrizacion mas

lenta de la herida:

- Anivel histoldgico la epidermis es mas delgada con aplanamiento de la unién dérmica-
epidérmica con disminucion de la red de crestas, reduciendo asi el area de contacto

dérmica-epidérmica que aumenta la fragilidad de la piel y reduce el aporte de nutrientes.

- La dermis se vuelve atréfica con un numero reducido de fibroblastos y hay una
disminucién en el tejido adiposo subdérmico, disminucion de la vascularizacion,

pérdida progresiva de coladgeno y una capacidad disminuida para producirlo.
- El nimero y el diametro de los haces de colageno disminuye con la edad y hay una
sustitucion de colageno | por colageno I, invirtiéndose la proporcién habitual de 80%-

20% del coldgeno dérmico(51).

b) El envejecimiento extrinseco es producido tanto por factores externos, a los que estan

expuestos la piel, y que se incluyen dentro del concepto de exposoma(58). La exposicion solar
cronica se considera el mas relevante, siendo signos macroscopicos de fotoenvejecimiento la
xerosis cutanea, léntidos solares, telangiectasias, arrugas, menor elasticidad y puarpura por
fragilidad capilar. Histologicamente, es caracteristica la acumulacion y desestructuracion de las
fibras elasticas a nivel de dermis superficial, conocida como elastosis solar(59). La atrofia

epidérmicay la fragmentacion del coldgeno son también signos de este fotoenvejecimiento.

Estos cambios fisioldgicos y estructurales asociados con el envejecimiento contribuyen a

que el proceso de cicatrizacion sea mas lento y peor calidad.

Inmovilizacion: Los pacientes que se someten a periodos de inmovilizacion prolongada,
particularmente aquellos con enfermedad de la médula espinal, tienen un mayor riesgo de
desarrollar heridas crénicas. Son sobre todo heridas por presién, similares en patogénesis y

apariencia a las heridas neuropaticas que ocurren en areas de prominencia 6sea como el sacro,
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las rodillas, los maléolos de tobillo y los talones. La zona sacra es especialmente susceptible si
ademas hay presencia de incontinencia urinaria-fecal. La inmovilizacion en ausencia de presion
probablemente no sea un factor de riesgo para el desarrollo de la herida o para su

cicatrizacion(39).

Tratamiento inmunosupresor: Durante el tratamiento inmunosupresor, los pacientes
tienen mayor riesgo en el desarrollo de heridas cronicas por el retraso en la cicatrizacién y en
la infeccion de la herida, esto se observa sobre todo en los pacientes trasplantados y

oncologicos(60).

Quimioterapia: la administracion de quimioterapia puede tener un efecto perjudicial en la
cicatrizacion de heridas, especificamente a traves de sus efectos directos o indirectos sobre el
factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF)(61). La neurotoxicidad que puede producir

la quimioterapia(62) puede contribuir a la aparicion de las Ulceras por presion.

Corticoides: Los corticoides se prescriben con frecuencia en pacientes oncoldgicos, para
disminuir el dolor provocado por el proceso inflamatorio peritumoral y al crecimiento tumoral.
La disregulacién de la fase inflamatoria y posterior fase de fibroplasia, la neoangiogénesis, y
deposicion de colageno puede explicar una mayor probabilidad de infecciones y dehiscencias
postoperatorias, siendo este fendmeno mas evidentes cuando se trata de tratamiento
cronicos(63)(41). Retrasar su uso despues de dicha fase inflamatoria podria evitar estos efectos
adversos, asi se ha demostrado en modelos animales a retrasar su administracion a los 3 dias de
la intervencion quirurgica(63). Estos efectos por otro lado pueden ser en parte revertidos con el
uso de retinoides topicos o sistémicos. La vitamina A es una promotora de la angiogénesis,
sintesis de colageno, reepitelizacion y fibroplasia(41). Ademas, dado que estimulan la funcion

inmunoldgica local, disminuye el riesgo de infecciones.

Radiacion: hoy en dia la radioterapia es una arma terapéutica fundamental en el proceso

oncologico.

El efecto de los distintos tipos de radiacion, a nivel celular, pueden ir desde la induccién

de apoptosis celular hasta la necrosis extensa con dosis altas. Las fases inflamatoria y
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proliferativa se ven afectadas de forma aguda. También se afecta la fase de remodelacion en la
que las metaloproteinasas (MMP) y sus inhibidores del tejido son fundamentales. Asi, MMP-1
disminuye después de la radioterapia, lo que puede contribuir a una remodelacién inadecuada

de la matriz extracelular(64).

Los cambios agudos en el tejido conectivo incluyen inflamacion y edema de paquetes de
colageno con deposicion de un exudado fibroso por debajo de la epidermis. Esto es seguido por
la sustitucion gradual del tejido adiposo y la matriz extracelular por tejido fibroso denso y
fibroblastos atipicos que no proliferan y que depositan un subtipo de coldgeno inmaduro(60).
A nivel vascular las arterias y arteriolas dentro del tejido irradiado sufren pérdida de elasticidad
y esclerosis vascular progresiva, lo que resulta en hipoxia tisular cronica. Microscopicamente,
se observa estrechamiento de la luz vascular por proliferacion excéntrica miointimal, que puede
progresar hacia la oclusion con trombos de fibrina. Esta situacién de hipoxia se mantiene de
forma crénica de tal forma que los tejidos irradiados invariablemente cicatrizan méas lentamente.
Finalmente a nivel macroscopico la piel irradiada en la etapa crénica es delgada,

hipovascularizada, y que facilmente puede presentar heridas ante minimo traumatismo.

Nutricion: el proceso de reparacion tisular depende del estado nutricional, es un proceso
de alta exigencia energética. El fuerte aumento en la proliferacion celular, la sintesis de
proteinas y la actividad enzimética durante el proceso de curacion requiere energia y de
elementos para la reconstruccion. En condiciones normales, estos requerimientos los aportan
las reservas energéticas y proteicas del paciente. Esto no es asi cuando hay desnutricion.
Ademas de macronutrientes basicos como proteinas o aminoacidos, los carbohidratos, las

grasas Yy todos los electrolitos y micronutrientes son también necesarios.

La cicatrizacion de heridas se retrasa en sujetos que sufren de inanicién debido a la falta

de sustratos enddgenos, ademas de por los siguientes factores(42):

- Retraso en la neovascularizacion y disminucion en la sintesis de colageno.
- Prolongacion de la fase inflamatoria.
- Disminucion de la funcién fagocitica de los leucocitos.

- Disfuncion de los linfocitos Ty B.
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Diabetes: multiples factores contribuyen al deterioro de la cicatrizacion de heridas en
pacientes con diabetes. Estos incluyen disminucion o disminucion de la produccion de factor
de crecimiento, neoangiogénesis, funcién de macrofagos, sintesis de colageno, funcion barrera
de la epidermis, produccién de tejido granulante, migracion y proliferacion de queratinocitos y
fibroblastos, nimero de nervios epidérmicos, y desequilibrio entre la acumulacion restos
celulares, componentes de la matriz extracelular y su remodelacion por las

metaloproteinasas(65).

La diabetes es un factor de riesgo particularmente importante para el desarrollo de heridas
cronicas por neuropatia y vasculopatia, que aumentan el riesgo de infeccion y retrasan la
curacion(65). La diabetes se asocia frecuentemente con enfermedad arterial periférica con
aterosclerosis(66) desarrollandose a una edad mas temprana y afectando mas arterias distales

debajo de la rodilla.

La neuropatia asociada con la diabetes afecta los nervios sensoriales, motores y
autonomos(67). La neuropatia sensorial disminuye la percepcién del dolor que es protector
cuando se ha producido una lesion tisular. Ademas, la neuropatia autonémica hace que la piel
se seque Yy sea susceptible a las fisuras, rasgaduras e infecciones de la piel debido a la pérdida

de la funcion del sudor y la glandula sebéacea.

Enfermedad vascular: la enfermedad arterial periférica disminuye el flujo sanguineo
arterial, disminuye el suministro de oxigeno y nutrientes a los tejidos y dificulta la eliminacion

de los productos de desecho metabdlico.

La presencia de factores concomitantes como diabetes, insuficiencia renal, estado
nutricional deficiente y presencia de infeccién, asi como la extension de la herida pueden

requerir una mayor perfusion para su cura.
Las Ulceras venosas de los miembros inferiores, en el contexto de insuficiencia venosa

periférica crénica, representan aproximadamente el 40 por ciento de las heridas de la

extremidad inferior [57].
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Las valvulas venosas defectuosas, la obstruccion venosa o el defecto de funciomiento de
la "bomba venosa™ conducen a un flujo anormalmente dirigido desde los sistemas venosos
profundos a superficiales a través de las venas perforantes. El sitio mas comin de perforantes
incompetentes es de 5 a 10 cm por encima del maléolo medial [61]. La congestion y la
acumulacion de sangre en las venas superficiales conduce a la hipertension venosa, que, si se
mantiene, se asocia con cambios histologicos en la pared venosa ocasionada por la activacion
de metaloproteinasas y por la presencia de células inflamatorias, citoquinas proinflamatorias
gue posteriormente se trasvasaran al espacio extravascular y que contribuyen a la disfucién de
fibroblatos, con disminucion de la sintesis de colageno, y otro elementos estructurales de la
matriz extracelular, también hay un aumento en la degracién del coladgeno ya existente(68).
Ademas se ha comprobado que el compromiso del flujo linfatico es propocional al grado de

insuficiencia venosa(69).

1.2 CURCUMINA

La curcumina es un polifenol que se obtiene de las raices de la planta Curcuma longa.
Dicha planta es originaria de la India y sudeste Asiatico. Usada en el tratamiento de multiples

patologias en el contexto de la medicina Ayuverda(70).

El interés en esta molécula reside en su amplio espectro de efectos bioldgicos (pleiotrdpica):
antioxidante(6), antifungico(9), antibacteriano, antiviral, antiinflamatorio(7)(8)(16),
antiamiloide, antifibrosis(17) hasta su uso como adyuvante en multiples procesos oncoldgicos
como el mieloma multiples, cancer de pancreas, colorrectal, pulmén, préstata y carcinoma
espinocelular en cuello y cabeza(10)(11). En esta Gltima indicacion destacan los siguientes

efectos:

- Inhibicién del transportador ABC que aumenta la biodisponibilidad de agentes
quimioterapicos.
- Parada de las fases G2/M del ciclo celular por procesos p-53 dependientes o

independientes.
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- Inhibicién de angiogénesis, promocion de apoptosis que incluye inhibiciéon de

proteinas antiapoptoéticas y de sefiales de supervivencia.

La molécula de la curcumina muestra una baja solubilidad en agua (hidr6foba). Su baja
biodisponibilidad tisular, es uno de los principales factores limitantes a la hora de plantearla

como terapia adyuvante y se debe principalmente a los siguientes factores(71):

Pobre absorcion
Rapida degradacion
Rapido metabolismo

Eliminacidn sistémica

Por otro lado la uniones que establece la molécula de curcumina con los lipidos presentes
en la membrana celular junto a su condicién hidréfoba, limita enormemente su paso al

citoplasma(11).

En cuanto a su aplicacion topica, las altas dosis que se requeririan para tener efecto “in

vivo”, pueden producir toxicidad(16).

Por todo esto, en los ultimos afios son maltiples las lineas de investigacion en las que se
pretende aumentar la biodisponibilidad, estabilidad y toxicidad especifica frente a células

neoplésicas.

Una de las primeras opciones consiste en combinar la ingesta de curcumina con otros
productos fitoquimicos. La piperidina, que se extrae de la pimienta negra, al reducir de
sulfotransferasa y UDP-sulfotransferasa en el aparato digestivo aumenta su absorcion a nivel
intestinal(6). Otros productos fitoquimicos que se han combinado con la curcumina son el
resveratrol, quercetina, sulforafano, acido retinoico y folatos en el tratamiento del cancer cancer

de mama, colorectal, pulmén y cérvix.
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Las dltimas lineas de investigacion que se imponen actualmente para aumentar la
biodisponibilidad de curcumina en los tejidos, tanto en su administracion topica como sistémica,

es a través de la nanotectonologia, encapsulandola en particulas de menos de 300 nm(17):

- Liposomas: son vesiculas de fosfolipidos.

- Nanoparticulas de polimeros:quitosano, D,L-lactido-co-glicolido, poli-etilenglicol,
poli(n-butil) cianoacrilato, fibroina de sea, N-iso, propil acrilamida, y almidon
modificado hidrofobico.

- SLNs: compuestas por lecitinas o triglicéridos y que mantienen su estado solido a
temperatura corporal (37°C).

- Micelas de polimeros.

- Microesferas y microcapsula.

- Microemulsién: particulas de 1-100 micras, formadas por una mezcla isotropica (con las
mismas caracteristicas en todas su superficie) de agua y aceites (ej: triacilglicerol), a las
que se afiade una sustancia surfactante (ej: Tween-20). Especialmente ultil para el
transporte de sustancias hidrofébicas como la curcumina.

- Complejos de inclusion: entre 6-8 unidades de ciclodextrinas crean un centro lipofilico y
una superficie exterior hidrofilica.

- Nanogeles: redes tridimensionales de polimeros con alta capacidad de absorcion de agua,
en su interior se puede encapsular a la curcumina.

- Nanocurcumina: la curcumina se disuelve con etanol y homogeneizada a alta presion con
una &cido citrico al 0,1% en solucidn acuosa.

- Dispersiones sdlidas.
1.2.1 Curcuminay cancer
En relacion con el tratamiento adyuvante de tumores la curcumina ha demostrado multiples

efectos beneficiosos en distintos tipos de cancer de forma directa como aumentando eficacia y

tolerancia de otros tratamiento quimioterapicos(10):
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CURCUMINA- CANCER DE MAMA

- Aumenta la sensibilidad de las células tumorales resistentes a doxorrubicina, reduciendo
su supervivencia.

- Efecto inmuno, hepato y cardioprotector frente a la doxorrubicina.

- Se ha descrito que la doxorrubicina a través de la activacion de las vias TGFB y
PI3K/AKT, puede promover la transicion epiteliomesenquimal. La curcumina inhibe
dichas vias de progresion tumoral.

- La administracion oral de curcumina en un modelo de ratén “nude” con xenotransplante
humano de tumor de mama, disminuy6 la frecuencia de metastasis pulmonares: se
confirmd la supresion en la expresion tumoral de metaloproteinasa-9, NF-xB, y
ciclooxigenasa-2 (COX-2).

- La combinacion de curcumina con paclitaxel en un modelo experimental de cancer de
mama en ratones “nude” demostrd: disminucion de indice proliferativo, induccion de
apoptosis, disminucion en la expresion de metaloproteinasa-9 y de la carga tumoral.

- La combinacién con tamoxifeno en células MCF-7 resistentes a tamoxifeno, resulté en
la reversion de dicha resistencia.

- Lacombinacion con gemcitabina en células MCF-7y MDA-MB-231, resulté en aumento
en induccion de apoptosis y menor indice proliferativo, constatdndose la supresion de la
activacion de NF-xB inducida por la propia gemcitabina.

- Lacombinacién de curcumina con mitomicina-C aumento el efecto antiproliferativo de
ésta sobre células MCF-7 de cancer de mama y disminuyo la toxicidad inducida por las
vias ERK/p38MAPK.

CURCUMINA-CANCER COLORRECTAL
- Combinandolo con 5-Fluoracilo: incremento de la expresidn de proteinas proapoptoticas
(caspasa-8,9,3, PARP y BAX) y disminucion de la expresion proteina antiapoptoticas

(BCL-xL) y proliferativas (ciclina D1).

- Disminucion en la expresion de COX-1,2 y de metaloproteinasa 2,9.
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CURCUMINA LINFOMA-LEUCEMIA

- Aumento de la captacién de metotrexato y acido folico en células KG-1.

- La combinacion de curcumina y doxorrubicina en nanoparticulas evito la aparicion de
quimiorresistencia inhibiendo la expresion de MDR! Y Bcl-2 células K562 (células
similares a blastos de la leucemia mieloide cronica).

- Através de la inhibicion dosis dependiente de JAK, fosforilacion de STAT, ciclina D1,
cdkl, Cdc25¢c, XIAP, y survivina: supresion del crecimiento de células T transformadas
por HTLV-1, y lineas celulares MT-2, HuT-102, SLB-1.

- Bloqueo de la expresion de STATS5, bloguea la activacion de las células WEHI-3b y su
transformacion en Leucemia Mieloide Cronica.

- Induccion de la apoptosis a traves de la inhibicion de la telomerasa 11, en lineas celulares
TK-1°y UACC-62.

- La administracion oral de curcumina (50-200 mg/kg) en ratones “nude”, inhibe el
desarrollo de leucemia por xenotrasplante de células HL-60 y de linfoma por
xenotransplante de células SGC7901.

- La curcumina inhibe tanto “in vivo” como “in vitro”, el crecimiento de las células de
linfoma B, al disminuir la activacion de la via AKT y de la actividad tirosinquinasa.

- Hadisminuido la expresion del gen WnT1 en 35 de 70 muestas obtenidas de leucemias

infantiles.

CURCUMINA Y CANCER DE PULMON

- Micelas cargadas con doxorrubicina y curcumina han demostrado en modelos de cancer
pulmonar la respuesta antitumoral.

- Enratones “nude” con xenotrasplante de cancer de mama, la ingesta de curcumina redujo
la incidencia de metastasis pulmonares por inhibicion de NF-«B, MMP-) y COX.

- Reduce la capacidad de invasion de las células CL1-5 y ademas inhibe la proliferacion
de las células NCI-H460 Y —H520.

- Reduccidn de resistencia a cisplatino en cancer de pulmoén no microcitoco.
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CURCUMINA Y CANCER DE CERVIX

- Inhibicién de la activacion de NF-xB por el tabaco y de la expresion de COX-2,
provocando la apoptosis de la linea celular SCC-25.

- Efecto radiosensibilizador en linea celular SCC-25.

- Laingesta de curcumina 0,5-12 gr/dia en pacientes con historia de cancer oral durante 3

meses, hubo una “mejora histolégica” en el 29% de los pacientes.

CELULAS MADRE TUMORALES

La curcumina sola o en combinacién con la piperina, ha demostrado que puede afectar a la

poblacién de células madre tumorales, que son la subpoblacién mas quimio y radioresistente.

Dada la pleiotropia de la curcumina son multiples los ensayos clinicos que se estan
planteando en multiples campos de la medicina. A dia de hoy hay al menos 40 ensayos clinicos
en fase de reclutamiento
(https://clinicaltrials.gov/ct2/results?term=curcumin&Search=Apply&recrs=a&age_v=&gndr
=&type=&rslt=), 15 en marcha
(https://clinicaltrials.gov/ct2/results?term=curcumin&Search=Apply&recrs=d&age_v=&gndr
=&type=&rslt=) y 131 ya finalizados
(https://clinicaltrials.gov/ct2/results?term=curcumin&Search=Apply&recrs=e&age_v=&gndr
=&type=&rslt=).

Este hecho marca el interés actual de acoplar la curcumina en el tratamiento con

quimioterapia y/o radioterapia, potenciando y complementando los tratamientos actuales,

ademas de mejorar su perfil de seguridad.
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2.- JUSTIFICACION DEL PROYECTO DE INVESTIGACION

Uno de los problemas que nos encontramos en la practica clinica es la cicatrizacion de las
soluciones de continuidad cutaneas, sobre todo en los tratamientos de pie diabético, ulceras de
distinta etiologia, y también Gltimamente en la reparacion de grandes defectos cutaneos tras
intervenciones quirdrgicas que necesitan injertos, colgajos y cierres por segunda intencion. Esta
cicatrizacion muchas veces, se dilata en el tiempo con el consiguiente riesgo de sufrir
infecciones para el paciente y junto con la presencia de diversos compuestos que parecen acortar
el tiempo de cicatrizacion, nos ha llevado a plantear un modelo experimental de solucion de
continuidad y estudiar el proceso reparativo con dichos compuestos, planteando la siguiente

hipétesis.
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3.- HIPOTESIS

Dadas las caracteristicas pleiotrépicas de la curcumina, planteamos aplicar en distintas
presentaciones que aumentan su biodisponibilidad (6), utilizando para ello dos modelos de rata
una diabética y otra no diabética, para conseguir disminuir el tiempo y mejorar la calidad de la

cicatrizacion.

Para ello, nos hemos propuesto los siguientes objetivos:

3.1 OBJETIVO GENERAL

Comprobar el efecto del tratamiento topico de la herida quirurgica con curcumina en
diferentes formulaciones (nanoparticulas y glicerosomas cargados con curcumina solamente y
envueltos con acido hialurénico) sobre el proceso de cicatrizacion cutanea en ratas sanas y

diabéticas.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Estudiar el efecto de la diabetes inducida por estreptozotocina sobre la cicatrizacion en

heridas cutaneas.

- Determinar el efecto de los diferentes tratamientos mediante el analisis de imagen de las

lesiones macroscopicas.

- Realizar un estudio histomorfométrico en muestras tisulares tefiidas con hematoxilina-
eosina y tricromico de Masson valorando la reeptelizacion, angiogénesis, formacién de tejido
de granulacion, colagenizacion e inflamacion en 3 tiempos de estudio diferentes en los distintos

grupos experimentales.
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- Valorar la proliferacién celular (PCNA), angiogénesis (CD-31) y actividad de
metaloproteinasas (MMP-9) en las distintas fases de la cicatrizacion mediante estudio

inmunohistoquimico, en los grupos de estudio més representativos.
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4.- MATERIAL Y METODOS

4.1 ANIMALES

Para la realizar este estudio se utilizaron 63 ratas Sprague-Dawley macho, con un peso
entre 140-184 gramos desde el inicio de estudio hasta su sacrificio. Los animales fueron
mantenidos en jaulas de metacrilato de 40x30 cm por cada 3 animales, con cubierta metalica de
rejas y con espacio para alimento y agua. Las jaulas se colocaron en una donde se mantuvieron
periodos de luz-oscuridad de 12 horas alternativamente. La temperatura media a la que
estuvieron expuestos los animales fue de 22 grados Celsius, con una humedad relativa de 40-
70%. El aporte de comida y bebida fue "ad libitum. La localizacion de las ratas ha sido en el
Servicio de Animales de Laboratorio de la Universidad de Murcia. Los animales fueron
manipulados siguiendo las normas de la Union Europea sobre la proteccion de animales
utilizados en experimentacion Directiva 2010/ 63/ UE, asi como el Real Decreto 53/2013 del 1
de febrero de 2013. Ademas, de acuerdo con la politica de investigacion adoptada en la
Universidad de Murcia, se solicito el permiso del Comité de Bioética de la Universidad de

Murcia, consiguiendo la aprobacion para nuestro proyecto.

4.2 NANOPARTICULAS DE CURCUMINA

El tratamiento constituido por curcumina fue desarrollado y distribuido en base al método
reglamentario establecido por Dipartimento de Scienze della Vita ¢ dell’Ambiente, Sezione di

Scienze del Farmaco, Universidad de Cagliari, Cerdefia, Italia.(72)

Se prepararon liposomas y glicerosomas vacios o cargados con curcumina mediante la
hidratacién de la pelicula lipidica en dos pasos. En una preparacion tipica P90H (300 mg), se
hidrataron colesterol (10 mg) y curcumina (0,5 mg/ml) cuando fue apropiado con 5 ml de agua
(para obtener liposomas) o glicerol / agua (10, 20, 30% v / v ) solucion (para obtener
glicerosomas) y la dispersion concentrada se agit6 mecénicamente durante 1 ha temperatura
ambiente(66). Luego, se afiadieron otros 5 ml de agua o solucion de glicerol / agua (10, 20, 30%

v/ V) y ladispersion se agité durante una hora mas. A continuacion, las suspensiones obtenidas
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se sonicaron (20 ciclos 5 s ON y 2 s OFF) usando un desintegrador ultrasénico Soniprep 150
(MSE Crowley, Reino Unido).

Las dispersiones se purificaron del farmaco no incorporado mediante dialisis exhaustiva.
Cada muestra (2 ml) se colocd en una membrana Spectra / Porl (corte de PM de 12-14 kDa,
tamafio de poro de 3 nm; Spectrum Laboratories Inc., DG Breda, Paises Bajos) y se dializd
contra agua destilada (2 ) a 25°C. C durante 2 h, que fueron suficientes para eliminar el farmaco
no encapsulado. La eficiencia de encapsulacion del farmaco (EE%) se expres6 como el
porcentaje de la cantidad de farmaco utilizado inicialmente frente a la encontrada después de la
dialisis. La cantidad de farmaco se determiné mediante cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC) después de la rotura de las vesiculas con metanol (dilucién 1: 100). El anélisis se realizd
a 227 nm usando un cromatoégrafo Alliance 2690 (Waters, Milan, Italia) equipado con un
detector de matriz de fotodiodos y un aparato de integracion de computadora (Millennium 32)
usando una columna Symmetry C18 (3,5 m, 4,6 100 mm, Waters). La fase movil fue una mezcla
de agua y acetonitrilo (30/70 v / v), a un caudal de 0,5 ml / min. Las particulas cargadas con
curcumina fueron afiadidas lentamente a una solucion de &cido hialurénico de 250 kDa
(Creative PEG Works) y agua destilada (5 mg/ml).

4.3 AGENTES

Nanoparticulas: Se adquirié hialuronano soédico (AH) de bajo peso molecular (200-400
kDa) de DSM Nutritional Products AG Branch Pentapharm (Aesch / Suiza). Se adquirieron
curcumina (1,7-bis (4-hidroxi-3-metoxifenil) -1,6-heptadieno-3,5-diona) y todos los demas
productos de grado analitico de Sigma (Milan, Italia).

Estreptozotocina: Sigma Aldrich©MerckGaA Darmstadt, Alemania).

Inmunohistoquimica: Los anticuerpos primarios utilizados han sido monoclonales contra
PCNA, CD31, TIMP-1y MMP9 (Dako S.A, Barcelona, Espafia).
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4.4 METODO

4.4.1 Modelo en ratas sanas

Se dispuso de 45 ratas no diabéticas a las que se les realizo 4 heridas por animal (180

heridas en total), con un punch de 8 mm. Los animales fueron aleatorizados en los siguientes

grupos (G.):

- Grupo 1: Curcumina en liposomas

- Grupo 2: Curcumina en glicerosomas.

- Grupo 3: Curcumina en liposomas+ acido hialurénico(AH).

- Grupo 4: Curcumina en glicerosomas+ acido hialurénico(AH)

- Grupo 5: Grupo control (sin tratamiento)

CRONOGRAMA:

GRUPO

GRUPO 1

N=9

Curcumina en
liposomas
GRUPO 2

N=9

Curcumina en
glicerosomas
GRUPO 3

N=9

Curcumina en
liposomas+AH
GRUPO 4

N=9

Curcumina en
glicerosomas+A
H

GRUPO 5

N=9

Control sin nada

DIA 0 (23/10)

Cirugia 9
animales
Fotos

Cirugia 9
animales
Fotos

Cirugia 9
animales
Fotos

Cirugia 9
animales
Fotos

Cirugia 9
animales
Fotos

Dia 3 (2/11)

Sacrificio de 3
animales
Fotos

Sacrificio de 3
animales
Fotos

Sacrificio de 3
animales
Fotos

Sacrificio de 3
animales
Fotos

Sacrificio de 3
animales
Fotos

Dia 7 (6/11)

Sacrificio 3
animales
Fotos

Sacrificio 3
animales
Fotos

Sacrificio 3
animales
Fotos

Sacrificio 3
animales
Fotos

Sacrificio 3
animales
Fotos

Dia 14 (9/11)

Sacrificio de 3
animales (todos)
Fotos

Sacrificio de 3
animales (todos)
Fotos

Sacrificio de 3
animales (todos)
Fotos

Sacrificio de 3
animales (todos)
Fotos

Sacrificio de 3
animales (todos)
Fotos
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4.4.2 Modelo en ratas diabéticas

Con posterioridad a la obtencion de los datos del objetivo principal en ratas sanas se decidid
afiadir 2 grupos de cicatrizacion comprometida (18 ratas diabéticas) con las que se llevé a cabo
aleatorizacion para tratar con curcumina en glicerosomas recubiertos de acido hialurénico dado
que fue la formulacion que habia presentado diferencias significativas con el resto de grupos.
Los grupos también estaban formados por 9 animales cada uno y se sacrificaron de 3 en 3 en

3 tiempos (mismo cronograma que la ratas no diabéticas).

- Grupo 6: Ratas diabéticas sin tratamiento (control).
- Grupo 7: Ratas diabéticas tratadas con curcumina en glicerosomas recubiertas con

acido hialurénico.

Para la induccién de la diabetes, los animales fueron sometidos a dosis de 30mg/kg de
estreptozotocina disuelta en tampdn citrato(67), administrada por via intraperitoneal. Se
procedio a la administracion en 3 pulsos con un intervalo de 48 horas en cada uno de ellos. El
dia después de cada dosis se realiz6 un test de glucemia capilar. Se esperaron 4 semanas para

realizar las heridas en las ratas diabetizadas.

4.4.3 Realizacion de heridas cutaneas

A cada de uno de los animales se le realizo 4 heridas cutaneas con un punch de 8mm (previo
afeitado de la espalda) bajo anestesia general inhalatoria con isofluorano y anestesia local
(inyeccion subcutanea) con lidocaina al 2%. Los fragmentos de piel se extrajeron con bisturi,
incluyendo epidermis y dermis y parcialmente tejido celular subcutaneo, no se lleg6 a plano
fascial. El dia de este procedimiento es considerado el punto de inicio del estudio para su

posterior analisis macro-microscépico asi como analisis estadistico.
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4.4.4 Administracion del tratamiento con curcumina

Los tratamientos se aplicaron diariamente de forma tépica mediante una pipeta Pasteur para
cubrir toda la herida, sacando a cada animal de su jaula. A continuacion cada animal se devolvio

a su jaula hasta la siguiente aplicacion del tratamiento.

4.4.5 Recogida de muestras

En el procedimiento de recogida de muestras (dias 0,3,7 y 14) se realiz6 un control del
estado fisico general del animal, ademés de anotar el peso de cada animal. La obtencion del
material para estudio macro y microscopico se realiz6 a los 3, 7 y 14 dias (fotografias digitales

y muestras tisulares respectivamente).

4.4.6 Sacrificio

3 animales de cada grupo fueron sacrificados mediante camara de CO2 a los 3, 7 y 14 dias
tras la cirugia. En cada animal sacrificado se realizd fotografia digital de las heridas y
posteriormente se tomaron las muestras cutaneas para su posterior inclusion en formol y
parafina para el estudio anatomopatoldgico de las heridas. Los animales no sacrificados eran

sedados para registro fotografico el mismo dia.

4.4.7 Procedimiento histopatolégico

Las muestras tisulares fueron fijadas en formol neutro tamponado al 4% al menos durante
48 horas, incluidas en parafina por el método habitual y cortadas a 3 micras para su posterior

tincion:

a) Hematoxilina Eosina

Se desparafiniza la muestra y se hidrata con pasos sucesivos en alcoholes de concentracion

decreciente para continuar con el siguiente procedimiento:

44



- Hematoxilina de Harris 20™.
- Agua de Litio, para contraste 30”.

- Eosina 20”.

Secado y montaje previa deshidratacion en alcoholes de concentracion creciente.

b) Tincion para fibras elasticas de Tricrémico de Masson.

Después de desparafinar e hidratar las muestras, se realizaron los siguientes pasos:

- Bafio de 30 minutos con Hematoxilina de VVerHoeff.
- Lavado con agua destilada.

- Cloruro feérrico al 1%.

- Lavado con agua destilada.

- Bafio de pirofucsina.

- Deshidratacion.

- Aclaramiento con xilol previo al montaje con cubreobjetos.

Esta técnica permite la tincién de fibras colagenas y elasticas. El colageno, que capta el
colorante &cido, se tifie de rojo, las fibras elasticas de negro, asi como los nucleos celulares, y

el citoplasma de un color amarillento.

4.4.8 Procedimiento inmunohistoquimico

El estudio inmunohistoquimico fue realizado en el Servicio de Anatomia Patoldgica del
Hospital Universitario Reina Sofia de Murcia. Para ello se seleccionaron cortes de todas las
lesiones cutaneas de animales tratados y de control.

En primer lugar se hizo la desparafinizacion de las muestras en el equipo OMNIS-DAKO

(Agilent) y se realizd un pretratamiento con EnVision FLEX, Low pH (Ref. GV805),

(recuperacién del epitopo inducida por calor (HIER) durante 30 min. El Anticuerpo listo para
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su uso estuvo incubando durante 20 min, con un control negativo FLEX Negative Control,
Rabbit (Ref. GA600) al mismo tiempo.

La visualizacion se realizd6 mediante EnVision FLEX (Ref. GV800) + EnVision FLEX+
Rabbit LINKER (Ref. GV809) en un bloque durante 3 min de Link: 10 min; polimero: 20 min;
y cromogeno: 5 min. Posteriormente se realizd una contratincion con Hematoxilina (Ref.
GC808) con un tiempo de 3 min de incubacion. Después de la tincion, deshidratamos,

enjuagamos y montamos los portaobjetos con un medio de montaje permanente (Eukit).

Todos los pasos de desparafinizacion, rehidratacion y recuperacion antigénica, incubacion

del anticuerpo, lavados y método de visualizacion se realizan en el instrumento Dako Omnis.

Los anticuerpos primarios utilizados han sido monoclonales contra PCNA, CD34, TIMP-
1y MMP9 (Dako) a dilucion 1:200 durante 40 minutos.

PCNA: EI PCNA es una proteina multifuncional de 36 kDa que se encuentra expresada en
la fase dltima de G1y en el primer tercio de la fase S en aquellas células dentro de fases activas
del ciclo celular. Sin embargo, ahora ha quedado claro que el PCNA es un componente esencial
de la replicacion del ADN, actuando como proteina auxiliar de la ADN polimerasa necesaria
para la replicacion del ADN y reparacion del ADN dafiado. La ausencia o los niveles bajos de
PCNA funcional en un tejido en reparacion indicarian una falta de la misma. Su sobreexpresion

indicaria un incremento en la actividad reparativa en esos tejidos.

CD31.: es una glicoproteina de 110 kD situada en la superficie de células endoteliales que
interviene en la diapédesis como una molécula de adhesion, por lo que esta expresada en células
endoteliales de todos los tejidos e igualmente es un marcador de célula “stem” que sobre todo
en la médula Gsea hematopoyética constituye un reservorio para la restauracion de la
hematopoyesis. En nuestro estudio, la cicatrizacion por segunda intenciéon (con bordes
separados), requiere de una proliferacion de vasos, miofibroblastos y migracion de celulas
epiteliales, por lo que con este anticuerpo tratamos de demostrar la proliferacion y presencia de
yemas vasculares que al marcarlas inmunohistoquimicamente podemos realzar una

cuantificacion vascular.
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MMP9: enzima que se encuentra asociada a los procesos de angiogénesis, crecimiento y
migracion celular y apoptosis, estando relacionada con la degradacién del colageno tipo IV de
la membrana basal, colagenos V, Xl y XIV. También tiene como sustratos a la elastina y fibrina
entre otros(68). Para su deteccion hemos usado un anticuerpo policlonal del tipo IgG.
(RabMAD antibody, ab76003) que detecta a una proteina de 105 Kd en tejidos humanos.

TIMP-1 que inhibe la mayor parte de las MMPs. Para su deteccion hemos usado el
anticuerpo monoclonal, clon VT7 (Dako Diagnosticos, S,A, Barcelona, Espafia) a una dilucién
de 1:400.

4.4.9 Variables del estudio

1. Areas de lesion. Anélisis de imagen macroscopico: Tras realizar las heridas quirdrgicas
se hicieron fotografias digitales que fueron analizadas mediante el programa imageJ tras
calibracion morfolGgica, para determinar el &rea ocupada por las lesiones y compararla
entre los distintos grupos en los diferentes tiempos (dias 3, 5y 7). Para poder obtener

las imagenes en los animales vivos, se les sedaba con isofluorano.

Imagen 8: Medicion de area lesional mediante ImageJ en un animal perteneciente al grupo control.
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10923 53744 19
9702 48304 10
16442 84842 36

Imagen 9: “Listado de resultados de las areas de lesion.”

2. Estudio histopatoldgico: Seguimos la clasificacion de Abramov(69) (escala de 0 a
3 de 5 aspectos histopatoldgicos: epitelizacion, angiogénesis, tejido de granulacion,
deposito de coladgeno e inflamacion). Si bien finalmente el pardmetro de
epitelizacion lo medimos objetivamente de borde a borde de la herida, obteniendo
una varible cuantitiva continua de la distancia entre bordes (micras).
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Imagen 10: Superficie donde se midié la longitud de la herida. Hematoxilina-eosina 40x.

La variable inflamacion fue definida como la presencia de leucocitos polimorfonucleares

neutréfilos y eosindfilos, células plasmaticas e histiocitos en la herida.

El grado de maduracién del tejido de granulacién se valoré atendiendo la disposicion

de los fibroblastos, considerandose que eran maduros cuando tenian un ndcleo pequefio y
alargado, disponiéndose en bandas paralelas, las formas inmaduradas eran aquellas con forma

“estrellada” y en menor grado epiteloide.

La neovascularizacion debido a que es un parametro importante y la clasificacién anterior

solamente recoge el nimero pero no el tamafio de los vasos, hicimos un estudio
histomorfométrico de los vasos, dibujando el contorno de los vasos presentes en 3 areas de 100

micras cogidas al azar de la zona de la herida.

Con respecto al depdsito_de colageno se valoré tanto la cantidad como el grosor y

disposicion de las fibras de colageno.
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Variable

Acute inflammation
Chronic inflammation
Granulation tissue amount

Granulation tissue
fibroblast maturation
Collagen deposition

Reepithelialization

Neovascularization

HPF, high-power

Reproducido de: Abramov Y, Golden B, Sullivan M, et al. Histologic characterization of vaginal vs.

0

Nene
Nene
Nene
Inmature

Nene
Nene

Nene

Scant
Scant

Scant
Mild maturation

Scant

Partial

Up to 'Five vessels
per HPF

Score

Moderate
Moderate
Moderate
Moderate
maturation
Moderate

Complete but
immature or thin

6-10 vessels per
HPF

3

Abundant
Abundant
Abundant
Fuly matured

Abundant

Complete and
mature

More than 10 vessels

per HPF

abdominal surgical wound healing in a rabbit model. Wound Repair Regen. 2007;15(1):80-86.

3. Angiogénesis: Mediante analisis de imagen (imageJ) se realiz6 la cuantificacion de area

ocupada por vasos sanguineos del area de reparacién tisular. En primer lugar se

realizaron las capturas de imagen de las zonas de estudio a un aumento 20X.

Posteriormente procedimos a su calibracién morfoldgica y se procedi6 a perimetrado a

mano alzada de cada uno de los vasos identificados. El programa calculaba

automaticamente el perimetro y area total en cada imagen y los datos numéricos se

volcaban a una hoja Excel. Este parametro se evalu6 Unicamente en el grupo de ratas

diabéticas.
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4.

Inmunohistoquimica con PCNA: Se hizo una valoracion cuantitativa de los nicleos

positivos a este anticuerpo en los bordes de la herida. Con un programa de analisis de
imagen (ImageJ) se selecciono el borde epidérmico de la herida, se conto el area total
del campo, el area ocupada por nicleos y el area ocupada por ndcleos positivos. Esta
técnica se hizo de los cristales de rata sana y rata diabética (control sano y control

diabético, no en las ratas a las que se les aplico tratamiento).

Inmunohistoquimica con TIMP-1, MMMP-9 y CD-34: Se hizo una valoracién

semicuantitativa de estos 3 anticuerpos, asignando un numero de 0 a 3 segun el marcaje
(0: nada, 1: leve, 2: moderado, 3: severo). Se hizo con el control diabético, control sano
y ratas diabéticas tratadas con el farmaco que mejor habia funcionado (curcumina en

glicerosomas con acido hialurénico).
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4.4.10 Método estadistico

Los datos fueron analizados usando el software estadistico SPSS version
20.0 (SPSS® Inc., Chicago, IL, USA). Se hizo un estudio descriptivo de cada variable. Para las
variables cuantitativas se realizd el test ANOVA vy la prueba de Klomogorov-Smirnow, para
determinar si las variaciones eran homogéneas en cada caso. Las diferencias fueron

consideradas como significativas cuando el valor de probabilidad (p-valor) era <0.05.
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5.- RESULTADOS

5.1 AREAS DE LESION

5.1.1 Ratas sanas

En el estudio de las areas de lesiébn no encontramos diferencias estadisticamente

significativas (d.e.s) entre los grupos en el dia 3, pero si en los dias 7 y 14, sobre todo en este

altimo, donde el cierre de la herida en los animales del grupo 4 (glicerosomas con curcumina y

AH) era mucho mas evidente que en el resto de grupos (p<0,05).

Dia 3 Dia 7 Dia 14

MEDIASD MEDIASD MEDIASD
1.-Curcumina en
Libesomas 25138,83+10635,65 16429 04#+8224.33 7872,417+3533.31
2.-Curcumina en 23020,36+8315,59 11613,58+5457 78 11801,75+6253,41
Glicerosomas-
3.- Curcumina en
T — 20478,19+7888.25 12328,13+4974,66 10401,45+3061,73
4.- Curcumina en 25338,33+8278,31 12506,88+6312,58  1083,433*+1042,52
Glicerosomas+AH
5.- Control 23680,25+11750 54 14647+6566,34 = 9421,545+7932,60

#: Diferencias estadisticamente significativas con grupo 2 (p-valor < 0,05)
*: Diferencias estadisticamente significativas con grupos 1, 2, 3y 5( p-valor < 0,05)

30000 A

25000 A

20000 -

15000 -

10000 -

5000 -

® 1 (CURCUMINA EN
LIPOSOMAS)

® 2 (CURCUMINA EN
GLICEROSOMAS)

M 3 (CURCUMINA EN
LIPOSOMAS CON AH)

B 4 (CURCUMINAEN
GLICEROSOMAS CON AH)

= 5 (CONTROL)

dia 3
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dia7

dia 14

H 1 (CURCUMINA EN
LIPOSOMAS)

® 2 (CURCUMINA EN
GLICEROSOMAS)

3 (CURCUMINA EN
LIPOSOMAS CON AH)

B 4 (CURCUMINA EN
GLICEROSOMAS CON AH)

m 5 (CONTROL)

m 1 (CURCUMINAEN
LIPOSOMAS)

B 2 (CURCUMINA EN
GLICEROSOMAS)

M 3 (CURCUMINA EN
LIPOSOMAS CON AH)

B 4 (CURCUMINAEN
GLICEROSOMAS CON AH)

= 5 (CONTROL)
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30000
25000
20000
15000
10000

5000

dia 3 dia 7 dia 14

B 1 (CURCUMINA EN LIPOSOMAS) m 2 (CURCUMINA EN GLICEROSOMAS)
m 3 (CURCUMINA EN LIPOSOMAS CON AH)  m 4 (CURCUMINA EN GLICEROSOMAS CON AH)
m 5 (CONTROL)

5.1.2 Ratas diabéticas

En el modelo de ratas diabéticas observamos un mayor cierre de la herida en los dias 3y 7

en el grupo 2 respecto al control aunque no existian d.e.s.

Dia 3 Dia 7 Dia 14
MEDIA+SD MEDIA+SD MEDIA+SD
1.- Control 26249,94+9496,89 8921,5+2669,25 7742,93+4201,1
2.- Curcumina en
Glicerosomas+AH 16595,39+4091,75 9634,37+4973,83 4250,99+2574,56

90000 -
80000 -
70000 -
60000 -
50000 - m CONTROL
40000 - B GLICEROSOMAS CURC AH
30000 -
20000 -

10000 -

dia 3 dia7 dia 14
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5.2 ESTUDIO HISTOPATOLOGICO

5.2.1 Ratas sanas

5.2.1.1 Epitelizacion

En el primer tiempo de estudio (dia 3) no existian diferencias evidentes entre los grupos,

sin embargo ya en el dia 7 puede observarse como existe una mayor reepitelizacion en todos

los grupos tratados, que a dia 14 es completa en los grupos en los que el tratamiento incluye

AH.
Dia 3 Dia7 Dia 14
1.- CURCUMINA EN LIPOSOMAS 13,16 2,32 0,43
2.- CURCUMINA EN GLICEROSOMAS 11,28 4,49 0,12
3.- CURCUMINA EN LIPOSOMAS+AH 9,59 3,93 0
4.- CURCUMINA EN GLICEROSOMAS+AH 8,66 2,58 0
5.- CONTROL 14,01 6,33 0,71
Reepitelizacién (micras) Dia 3

20.00
18.00
16.00
14.00
12.00
10.00

8.00

6.00

4.00

2.00

0.00

CURCUMINA
LIPOSOMAS

CURCUMINA
GLICEROSOMAS

H Media (micras)

LIPOSOMAS + AH

CURCUMINA CURCUMINA
GLICEROSOMAS + AH

M Desviacion estandar

CONTROL
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Reepitelizacién (micras) Dia 7

9.00

8.00
7.00
6.00
5.00
4.00
3.00
2.00
1.00
0.00

CURCUMINA CURCUMINA CURCUMINA CURCUMINA CONTROL
LIPOSOMAS GLICEROSOMAS LIPOSOMAS + AH GLICEROSOMAS + AH

W Media (micras) B Desviacidn estandar

Reepitelizacidon (micras) Dia 14

2.00
1.80
1.60
1.40
1.20
1.00
0.80
0.60
0.40
0.20
0.00

CURCUMINA CURCUMINA CURCUMINA CURCUMINA CONTROL
LIPOSOMAS GLICEROSOMAS LIPOSOMAS + AH  GLICEROSOMAS + AH

B Media (micras) M Desviacion estandar
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16.00 1 Epitelizacién ratas no diabéticas
14.00 -
u 1 (CURCUMINA EN LIPOSOMAS)
12.00 -
10,00 - ® 2 (CURCUMINA EN
' GLICEROSOMAS)
8.00 - # 3 (CURCUMINA EN LIPOSOMAS
CON AH)
6.00 - B 4 (CURCUMINA EN
GLICEROSOMAS CON AH)
4.00 - ® 5 (CONTROL/NADA)
2.00 -
0.00 . : .

dia 3 dia7 dia 14

5.2.1.2 Angiogénesis, granulacion, colagenizacion e inflamacion

En cuanto al resto de variables histopatologicas (angiogénesis, granulacion, colagenizacion
e inflamacion) los resultados son mas irregulares, pudiendo destacar la menor presencia de
tejido de granulacién en el dia 7 para el grupo 4 (glicerosomas con curcumina y AH) indicando

una maduracion mas rapida de la herida.

Queremos destacar la tendencia a presentar mayor tasa de angiogénesis en periodos
tempranos (dia 3) en los animales tratados con nanoparticulas con AH.
DIA3

CURCUMINA | CURCUMINA | CURCUMINA | CURCUMINA | CONTROL

LIPOSOMAS | GLICEROSOMAS | LIPOSOMAS+ | GLICEROSOMA

, AH S+ AH

ANGIOGENESIS 1,80 2,00 2,67 2,67 1,50
1,095 1,09 0,51 0,81 0,54
GRANULACION 0,50 1,33 1,50 1,33 0,83
0,54 0,81 0,54 0,51 0,75
COLAGENIZACION 1,50 0,67 1,50 1,33 0,50
0,83 0,51 0,54 0,51 0,54
INFLAMACION 3,00 2,17 1,83 1,67 1,50
0 0,75 0,98 0,51 0,54
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3.00
2.50
2.00
1.50
1.00
0.50
0.00

H DIA 3 CURCUMINA LIPOSOMAS
B DIA 3 CURCUMINA LIPOSOMAS + AH

Variables anatomopatoldgicas Dia 3

ANGIOGENESIS

m DiA 3 CONTROL

GRANULACION

COLAGENIZACION

INFLAMACION

H DiA 3 CURCUMINA GLICEROSOMAS
B DIA 3 CURCUMINA GLICEROSOMAS + AH

DIA 7

RCUMINA RCUMINA
(I:_LIJPRE)CSL(J)I\IC/IIESA Gﬁ%ﬁgggﬂgfﬁs LCIEO%IJ_'MAS ¥ GEI%EEéaOMAS CONTROL
ANGIOGENESIS 2,80 3,00 2,17 3,00 2,67
0,44 0 0,75 0 0,81
GRANULACION 2,60 1,33 2,00 0,40 1,67
0,54 0,51 0 0,54 0,81
COLAGENIZACION 2,60 2,00 1,50 1,40 1,83
0,83 0,63 0,54 0,54 0,98
INFLAMACION 1,40 1,50 2,00 2,60 2,00
0,89 0,83 0,63 0,54 1,26
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3.00
2.50
2.00
1.50
1.00
0.50
0.00

Variables anatomopatoldgicas Dia 7

ANGIOGENESIS GRANULACION

m DiA 7 CURCUMINA LIPOSOMAS
H DIA 7 CURCUMINA LIPOSOMAS + AH

m DiA 7 CONTROL

COLAGENIZACION

0 s o o

INFLAMACION

® DIA 7 CURCUMINA GLICEROSOMAS
B DIA 7 CURCUMINA GLICEROSOMAS + AH

DIA 14

CURCUMINA | CURCUMINA | CURCUMINA | CURCUMINA | CONTROL

LIPOSOMAS | GLICEROSOMAS | LIPOSOMAS + | GLICEROSOMAS

AH + AH

ANGIOGENESIS 2,83 2,57 2,50 2,50 2,60
0,40 0,53 0,54 0,83 0,54
GRANULACION 1,83 1,71 2,33 1,50 2,80
0,40 0,48 0,51 0,83 0,44
COLAGENIZACION 2,50 1,57 2,67 3,00 2,75
0,54 0,53 0,81 0 05
INFLAMACION 1,17 0,43 0,17 1,00 0,00
0,75 0,53 0,40 0,63 0

3.00
2.50
2.00
1.50
1.00
0.50
0.00

B DIA 14 CURCUMINA LIPOSOMAS
u DIA 14 CURCUMINA LIPOSOMAS + AH

Variables anatomopatoldgicas Dia 14

“ Iil ||I L1

ANGIOGENESIS GRANULACION

® DiA 14 CONTROL

COLAGENIZACION

INFLAMACION

B DIA 14 CURCUMINA GLICEROSOMAS
B DIA 14 CURCUMINA GLICEROSOMAS + AH
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5.2.2 Ratas diabéticas

5.2.2.1 Epitelizacion

En el modelo de ratas diabéticas el tratamiento los glicerosomas cargados con curcumina

y recubiertos por AH mejord los datos de reepitelizacion de forma evidente respecto al control.

En relacidn al resto de variables histopatoldgicas no existian d.e.s.

DIA7
CONTROL DIABETES +
) DIABETES GLICEROSOMAS-AH
EPITELIZACION 9,94 3,86
0,99 1,50
ANGIOGENESIS 3 3,19
0 0,54
GRANULACION 0,16 15
0,40 0,54
COLAGENIZACION 1,5 1,16
0,54 0,75
INFLAMACION 3 2,33
0 0,51

Diabetes: Variables anatomopatoldgicas Dia 7

[

ORNWRARUIOINOWLO

B DIA 7 DIABETICAS CONTROL DIABETES

B DiA 7 DIABETICAS DIABETES + GLICEROSOMAS
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DIA 14

CONTROL DIABETES +
DIABETES GLICEROSOMAS-
] AH

EPITELIZACION 1,64 0

0,83 0

ANGIOGENESIS 2,33 1,5

0,81 0,54

GRANULACION 1,83 1,33

0,40 0,51

COLAGENIZACION 1,16 1,66

0,40 0,51

INFLAMACION 1,33 1,33
0,51

Diabetes: Variables anatomopatoldgicas Dia 14

2.5

N

15

=

0.

wv

m DiA 14 DIABETICAS CONTROL DIABETES m DiA 14 DIABETICAS DIABETES + GLICEROSOMAS
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G. 1, dia 3: H-E (40x) G. 1, dia 3: T. de Masson (100x)

G. 4, dia 3: H-E (12,5x) G. 4, dia 3: T. de Masson (100x)

Imagen 12: “Secciones con tincion de H-E y Tricomicro de Masson para valoracion de variables
histopatolégicas”

5.2.2.2 Angiogénesis (Area)

En esta variable es evidente el impacto negativo de la diabetes en el proceso de

neovascularizacion, siendo los resultados muy similares en ambos grupos diabéticos, con o sin
tratamiento.

7 dias 14 dias
Control 6734,92 + 8815,70 3886,99+ 6203,15
Diabetes 1608,98+ 2368,02 454,85+ 1274,63
Diabetes + Curcumina 2410,87+ 3826,52 513,61+ 181,86
en glicerosoma-AH
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5.3 ESTUDIO INMUNOHISTOQUIMICO

5.3.1 Inmunohistoquimica con PCNA

En todos los tiempos de estudio existe mayor nimero de nacleos celulares en division

en los bordes epidérmicos de las heridas en los animales sanos respecto a los diabéticos,

aunque sin d.e.s.

Dia 3 Dia7 Dia 14
Control Diabetes Control Diabetes Control Diabetes
sano sano sano
MEDIA 4,45 3,14 9,32 5,22 6,52 3
SD 0,93 0,91 3,49 1,32 0,24 0,61
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0 ' - i ‘ I -

Control sano Diabetes Control sano Diabetes Control sano Diabetes

)]

H

N

Dia 3 Dia7 Dia 14

5.3.2 Inmunohistoquimica con TIMP-1, MMP-9 y CD-34

En el estudio de estos marcadores no encontramos d.e.s entre los dos grupos estudiados.

DIA 7
TIMP-1 CD-31 MMP-9
CONTROL DIABETES 2+0,8 1,75+0,95 | 1,5+0,57
DIABETES + CURC 2,33+0,57 | 1,66+0,57 | 1,66+0,57
GLICEROSOMAS AH
DiA 14
TIMP-1 | CD-31 MMP-9
CONTROL DIABETES 1,33+0,57 1 1
DIABETES + CURC 1,33+0,57 1 1,33+0,57
GLICEROSOMAS AH
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Curcumina en glicerosomas + AH Control

TIMP-1

CD31

MMP-9

PCNA

Imagen 13: Estudio inmunohistoquimico: TIMP-1 (12,5x), CD31 (20x), MMP-9 (12,5x) Y PCNA (12,5x)
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6.- DISCUSION

La reparacion tisular es un proceso excepcionalmente especializado y que permite en
mayor o menor medida la restitucién de las estructuras organicas dafiadas y de su funcion. Asi
pues, se supone que este conjunto de mecanismos fisiologicos fueron apareciendo de forma
precoz, desde el punto de vista filogenético, en los organismos pluricelulares y que “ha
evolucionado” también anadiendo las rutas de reparacion que mejoraban la perpetuacion de los

organismos bioldgicos (70).

En el concepto de sanar de la Medicina moderna es innegable que la posibilidad de la
restauracion estructural y funcional de determinados 6rganos supone una realidad. La curacion
de las heridas cutaneas supone en la actualidad un reto desde el punto de vista terapéutico y
también econdmico. Asi entre 2014-2015 en Reino Unido, el gasto del tratamiento de Ulcera
pie diabético (incluido amputaciones) fue entre 973 y 1120 millones de euros, lo que supuso el
0,8%- 0,9% del presupuesto del NHS (Servicio Nacional de Salud)(71). La prevencién y curas
de Ulceras de presion, con alta incidencia en pacientes con dificultades en la movilidad también
supone una importante carga econdmica en los sistemas de salud (72). En el contexto de las tan
frecuentes Ulceras por insuficiencia vascular venosa periférica cronica, los gastos tanto para los
sistemas de salud como para el propio paciente, son del todo relevantes, asi en una revision
reciente se estimd, que el gasto anual, en Alemania, por paciente y afio era de aproximadamente
9500 euros (73) y en otro estudio en Australia el coste semanal por paciente podia llegar a 242
euros (74).

Indudablemente el coste humano en cuanto a pardmetros como la salud mental también es
muy relevante, siendo multiples las publicaciones que nos recuerdan las alta incidencia de
cuadros depresivos en pacientes con pie diabético (75)(76), Ulceras venosas cronicas en piernas
(77)(78). Otra de las comorbilidades dentro del espectro emocional que acompafia a este tipo

de pacientes es la ansiedad, registrandose una alta incidencia(78)(79).

Existen publicaciones y abordajes en el &mbito de la investigacion en cuanto a mejorar y
optimizar los procesos implicados en la reparacion de tejidos organicos. Dentro de la extensa
literatura al respecto, la curcumina es uno de los principios activos que mas protagonismo

adquiere. La curcumina es un compuesto polifenolico de bajo peso molecular y que se encuentra
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en la clrcuma, especia de origen indio que se obtiene de la raiz de la Curcuma longa. Dicha
molécula muestra multiples efectos bioldgicos como antiinflamatorio, antibacteriano, antiviral,
antiviral, antitumoral, antidiabético, antifibrosis y antiamiloide (61). En este sentido hemos
propuesto un modelo de reparacién de heridas cutaneas en ratas sanas y ratas diabéticas

utilizando diferentes formulaciones de curcumina.

El estudio de modelos de curacion de heridas en animales pretende conocer o aproximar la
fisiologia humana y poder valorar posibilidades terapéuticas. A dia de hoy, no hay un modelo
animal que replique en su totalidad el proceso de cicatrizacién en humanos. El uso de roedores
como modelo de estudio se justifica por su disponibilidad, manipulacion relativamente facil y
por el factor econémico. El hecho de que el principal mecanismo involucrado en la cicatrizacion
de los roedores sea la contraccion y de que en los humanos sea la reepitelizacion (hasta el 80%
de la herida)(29), hace que los modelos diverjan, sin embargo, el uso de dispositivos mecanicos
que mitiguen esta contraccién nos permite que se asemejen mas al patron cicatrizal de los

humanos.

Si hay una patologia con alta prevalencia y que dificulte y complique el proceso de
cicatrizacion, es la diabetes mellitus. La prevalencia mundial en 2015 era de aprox 415
millones de afectados y la prediccion para 2040 es de 642 millones (80). En esta entidad ya
descrita por los egipcios(81) son bien conocidos su efectos nocivos a nivel de macro y
microcirculacion. Se ha comprobado, que en los pacientes con diabetes los neutrofilos,
fibroblastos y la actividad leucocitaria, asi como su migracion estan alterados en el sitio de la
Glcera(82). En pacientes adultos mayores con diabetes la grasa subcutanea disminuye, las fibras
de elastina se fragmentan y el recambio epidérmico asi como la produccion de coldgeno son
menos eficaces que en pacientes sanos. Asi pues, hemos considerado que junto con el modelo
de reparacion tisular en rata sana, para nuestra propuesta de investigacién consideramos que
seria enormemente interesante ver la eficacia de nuestra propuesta terapéutica en un modelo de

rata diabética, en el que el proceso de reparacion tisular esta comprometido.
Respecto al manejo de las heridas cutaneas, dependiendo de la entidad que estemos

tratando existen distintas guias terapéuticas y recomendaciones que intentan protocolizar y

homogeneizar el diagndstico de dichas heridas y su posterior tratamiento quirtrgico y meédico.
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Desde el punto de vista del disefio y sintesis de nanoformulaciones hay varios aspectos que
deben ser tenidos en cuenta: el tamafio de las particulas, las propiedades de su superficie, la
forma de dicha particulas y los ligandos de estas nuevas particulas(63). EI modo de uso habitual
de la curcumina es aplicarlos en la herida realizada, ahora bien, en algln caso se ha propuesto
su aplicacion previo sobre la piel sana antes de realizar la herida y comprobar si dicha herida

cura mejor(83).

En nuestro trabajo hemos dispuesto de liposomas y glicerosomas. Los liposomas
convencionales amenudo presentan inestabilidad estructural , baja eficiencia de encapsulacion
y alcanzan escasa profundidad en la piel, todo lo cual compromete la liberacion local de
farmacos(84). Los glicerosomas derivan de los liposomas y consisten en vesiculas unilaminares
o multilaminares de tamafio variable y compuestas de fosfolipidos, agua y concentraciones
variables de glicerol (preferiblemente del 20 al 30% p/v). La alta viscosidad y la naturaleza
higroscépica de los glicerosomas mejora la flexibilidad y fluidez de la bicapa lipidica. Estas
caracteristicas les permite atravesar la barrera cutanea , lo que da como resultado una mayor
liberacion de farmaco y una mejora permeabilidad y eficacia el uso de farmacos por via topica

0 transdérmica(85).

Aunque son multiples las propuestas de formulacién de la curcumina que aumentan su
biodiponibilidad, estabilidad y afinidad, muchas han quedado como meras ‘“pruebas
conceptuales” y no han sido testadas en ensayos clinicos. Nuestro trabajo ha sido una propuesta
practica de la aplicacion de glicerosomas y liposomas cargados con curcumina y envueltos en

AH en un modelo animal para testar su eficacia en el contexto de reparacion tisular.

La molécula de acido hialurénico (AH) es un polisacarido que pertenece a la familia de
los glicosaminoglicanos y consta de una unidad basica de dos azUcares, &cido glucuronico y N-
acetilglucosamina. El AH esta presente en grandes cantidades en el liquido sinovial que rodea
las articulaciones, los cartilagos y los tejidos del ojo y la piel(86). Es uno de los principales
componentes de la matriz extracelular, tiene buenas propiedades viscoelasticas y en el caso del
AH de bajo peso molecular también facilita la migracion celular, proliferacion de los

fibroblastos, sintesis de colagenos | y 11l y de la angiogénesis(86), (87). Su efecto sobre la
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proliferacion celular se puede explicar dada su capacidad de activacion del receptor purinérgico
P2X7 y CD44(87) . La conjugacion de curcumina con AH, aumenta la solubilidad en agua y
estabilidad a ph fisiolégico de la primera(87)Son mdltiples las publicaciones en modelo de
reparacion de heridas de espesor total, como en nuestro trabajo, en las que se han usado de
forma aislada o0 en combinacién con otros principios activos(61)(60). Ambos son compuestos
con demostrada eficacia en la aceleracion y mejora del proceso de cicatrizacion. El acido
hialurénico forma parte de la matriz extracelular, por lo que la eleccién de dicho compuesto
estd justificada para asegurar una mayor biocompatibilidad. Por todo esto nos planteamos
combinarlo con nuestras presentaciones de curcumina en nanoparticulas y comprobar si existia
sinergismo entre ambos productos. Nuestro estudio ha constatado que las heridas tratadas con
dicha formula han cerrado antes que el resto de grupos de tratamiento y control. Ademas de la
aceleracion de la cicatrizacion, pensamos que el efecto antibacteriano de la curcumina
contribuye a su eficacia y hace de ella un componente que deberia incorporarse en las

preparaciones y presentaciones disponibles para las curas de heridas cutaneas.

En nuestro estudio hemos observado que la reepitelizacion a nivel macroscopico, en las
ratas sanas, era muy evidente sobre la segunda semana en el grupo de tratamiento con
curcumina vehiculizada en glicerosomas envueltos en AH. Con respecto a las ratas diabéticas,
se verifico la rapidez en la disminucion del tamafio de las heridas en los dias 3 y 7, aunque no
encontraramos d.e.s. Sharma el al (2018) obtuvieron un resultado similar en cuanto a un cierre
mas rapido en un modelo de ratones diabetizados en los que tratan las heridas de espesor total
con una formulacion de curcumina en AH(87). En esta misma direccion Li et al (2017)

demostraron que la aplicacion en heridas de rata de curcumina contenida en nanoparticulas de

quitosano-acido poli- y -glutdmico-pluronic en apoésitos de quitosano, conseguian una

cicatrizacion mas rapida(88). De conformidad con lo dicho anteriormente, el grupo de Zhang
et al (2016), utilizaron un nuevo derivado de la curcumina que incluye un sitio de union para
el zinc, similar al de las tetraciclinas, y que es responsable de su efecto inhibidor sobre las
metaloproteinasas (89). La aplicacion de dicho compuesto sobre las heridas en ratas
diabetizadas, conseguia acelerar el proceso de cicatrizacién con significacion estadistica, tanto
a nivel macroscopico como en el estudio histomorfométrico. La novedad de este trabajo
respecto a otros, incluido el nuestro, es que administra dicho derivado de la curcumina de forma

topica y oral (90). Estos resultados no pudieron ser reproducidos por Haman et al (2020) que
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trataron las heridas de ratas Wistar con curcumina vehiculizada en silice mesoporosa (91). Al
igual que Mancha el al, en nuestro trabajo hemos comprobado que las asociacion de acido
hialurénico con curcumina vehiculizada en nanoparticulas, ha acelerado el proceso de

cicatrizacion, si bien su trabajo se fundament6é en modelo de herida en ratones(92).

El proceso de inflamacion suele establecerse en las primeras 24 horas, con el reclutamiento
de monocitos, macrofagos, polimorfonucleares en el lugar de la lesion y produciéndose ademas
la activacion de mastocitos y células de Langerhans. En este momento se liberan una gran
variedad y cantidad de citocinas proinflamatorias (IL-1 B, TNF-a e IFN-y) y sustancias
antimicrobianas altamente activas, como el oxigeno reactivo especies (ROS), péptidos
catidnicos y proteasas. Los macrdfagos fagocitan patdgenos y detritus ademas de segregar
factores proangiogenicos, inflamatorios y fibrogénicos, asi como radicales libres. Estos Gltimos
son capaces de destruir agentes patdgenos, pero también pueden influir negativamente en el

proceso de reparacion de la herida.

Esto nos ha llevado a plantearnos la necesidad de una bldsqueda de nuevas formulaciones
de curcumina, con la hipétesis de que consiguiendo mayor concentracion tisular de curcumina
podremos disminuir el componente inflamatorio durante la curacion de la herida. Sin embargo,
en nuestro trabajo no hemos podido constatar en ninguno de los modelos de rata que haya menor
grado de inflamacion. Ahmad et al (2019) consiguieron demostrar que con su
nanoformulacion de curcumina disminuia la presencia de inflamacion en el estudio histolégico

de las heridas en ratas albinas.

El inicio de la angiogénesis esta regulado positivamente por varios factores solubles, entre
los que destaca el VEGF-A, en respuesta a la hipoxia tisular de la herida. Después de un
crecimiento “explosivo” de neovasos se produce una “poda” vascular hasta que la densidad de
vasos es parecida a la de la piel normal. En este proceso es fundamental el proceso de apoptosis
y el de maduracion capilar a cargo de los pericitos (93). En nuestro trabajo hemos observado
que en las ratas sanas, en el dia 3, el grupo control tenia un menor nimero de neovasos que el
resto de grupos de tratamiento. En las ratas diabéticas se vio que en el dia 14, el grupo de ratas
tratadas tenia menor nimero de vasos, lo cual concuerda con la observacion de menor tejido de

granulacion. A pesar de estos resultados, no hemos encontrado d.e.s tanto en el nimero de vasos
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como del area total de dichos vasos, por lo que no hemos podido demostrar el efecto
proangiogénico de la curcumina al igual que Haman et al (2020)(91) y que si verifica Krausz
el al (2015) comprobando una mayor formacion de vasos en las heridas tratadas con curcumina

encapsulada en nanoparticulas(94).

El tejido de granulacion esta compuesto mayoritariamente por fibroblastos embebidos en
una red de neovasos, y matriz extracelular. En nuestro trabajo hemos cuantificado el grado de
maduracion de los fibroblastos y su nimero, se manifestd que en el grupo de ratas no diabéticas
(sanas) dicho tejido era menos abundante el dia 3, en las ratas no tratadas (control). Esto lo
interpretamos como un retraso en el proceso de cicatrizacion respecto de los otros grupos de
tratamiento. Durante los dias 7 y 14 se verifico que dicho tejido de granulacién era mas escaso
en los grupos de tratamiento que en el grupo control, lo cual entendemos que refleja que el
proceso de reparacién estaba mas avanzado en los grupos de tratamiento. En el grupo de ratas
diabéticas hemos observado que en el dia 7, era mas abundante y maduro el tejido de
granulacion en el grupo tratado, en concordancia con las ratas no diabéticas y que en el dia 14
en el grupo de tratamiento habia menos granulacion, lo cual volvemos a interpretar como una
reparacion mas evolucionada. A pesar de estos hallazgos, no hemos podido encontrar
significacion estadistica, tal y como les ocurre a Haman et al (2020)(91). Tampoco consiguen
observar d.e.s en el proceso de granulacion, Leng et al (2020), al aplicar nanoparticulas de

curcumina incorporadas a un apdsito de colageno y alcohol de polivinilo(95).

La colagenizacion forma parte de la fase proliferativa en la que los fibroblastos que se
reclutaron de la dermis de los bordes de la herida cutanea producen sobre todo colageno tipo
I11, posteriormente serd sustituido por colageno tipo 1(96). Esta proteina supone el 70-80% de
la piel y es la mas abudante de la matriz extracelular, de ahi la relevancia de sus sintesis durante
la reparacion de heridas cutaneas. Nuestros resultados nos muestran que en el grupo de ratas
no diabéticas, en el dia 3 es muy evidente que el deposito de colageno es mucho menor que en
la mayoria de grupos de tratamiento, esta diferencia desaparece en el resto de dias. En el grupo
de ratas diabéticas fue patente un mayor grado de colagenizacion en el dia 14 en las ratas
tratadas. Este retraso en la sintesis de colageno podria explicarse por la dificultad de reparacion
tisular en el contexto de la diabetes. Concuerda con nuestros resultados, los obtenidos por Leng

et al (2020), ya que la aplicacién de nanoparticulas de curcumina no obtiene mayor
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colagenizacion en las heridas de rata Sprague-Dawley que las tratadas con un apdsito de
colageno y &cido polivinilico y de las tratadas con aposito. A diferencia de Haman et al (2005),
Krausz et al (2015) y de Li et al (2017) no hemos encontrado d.e.s en este pardmetro, aunque
lo observado parece indicar que en los grupos de tratamiento puede haber una tendencia a
colagenizar antes que en el grupo control. Zhang el al (2016), cuantifican el deposito de
colageno en las heridas de ratas diabéticas mediante la cuantificacion de hidroxiprolina(97),
comprobando que dicho depdsito siempre es menor en ratas diabéticas respecto a ratas sanas,
sin embargo en los grupos de tratamiento de las ratas diabéticas aumenta la cantidad de

colageno a lo largo de tiempo de estudio, de forma significativa. Por su parte, Zahiri et al

(2020), aplicando curcumina encapsulada en nanoparticulas de quitosdn con poli- € -

caprolactronay con fibras de gelatina, a heridas de ratas Wistar, ponen de manifiesto una mayor

produccion de colageno, con d.e.s, que en grupo no tratado(98).

Las metaloproteinasas de la matriz (MMP) son una familia de mas de 25 proteinasas
neutras, zinc-dependientes y que acttan en la degradacion de la matriz extracelular, membrana
basal y otros componentes extracelulares. Su disregulacion se asocia a procesos como la artritis,
aterosclerosis, periodontitis y contribuye al crecimiento tumoral y metastasis. (89). Al evaluar
la tincion con inmunohistoguimica de la MMP-9 en heridas de ratas diabéticas (al igual que la
MMP-8 son liberadas por los leucocitos polimorfonucleares), no hemos encontrado d.e.s entre
los controles y el grupo tratamiento con curcumina en glicerosomas + AH. Nuestro resultado
no difiere del de Zhang et al (2016), en el que no observan d.e.s al tefiir MMP-13 (que es
constitutiva), si bien ellos encontraron d.e.s al comparar MMP-8 de las ratas diabéticas no
tratadas con respecto a las no diabéticas, lo cual es previsible en un modelo de reparacion tisular
andmala; ademas dentro del conjunto de ratas diabéticas solo una de las presentaciones
(concentracion al 1%) de su derivado de curcumina mostro d.e.s respecto del control con la
MMP-8. Por el contrario, Kant et al (2014), en su modelo de ratas diabéticas, probaron que el
tratamiento topico con curcumina en gel Pluronic® F-127, disminuyé la expresion de ARN
mensajero de MMP-9 durante el periodo de estudio de 19 dias(99). La elevada presencia de
MMP-9 en las ratas no tratadas, justificaria (en su opinion) el escaso tejido de granulacion que

presentaba.
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En este mismo trabajo, mostraron en el mismo grupo de tratamiento, que los niveles de

ARN mensajero de TNFa e IL-1p disminuyeron con significacion estadistica. Al mismo tiempo,

la cantidad de IL-10 (citoquina de efecto antiinflamatorio) determinada mediante PCR (ARN
mensajero) y ELISA se incrementaba a lo largo del tiempo, certificando el efecto

antiinflamatorio de la curcumina.

El TIMP-1 es una glicoproteina enddgena, presente en maltiples tejidos y que inhibe la
accion de forma no selectiva de las metaloproteinasas(100). EI nuestro estudio
inmunohistoquimico de esta metaloproteinasa no hemos demostrado que haya mayor cantidad
en el grupo de ratas diabéticas tratadas con curcumina en glicerosomas+AH. Esto contrasta con
la observacion de Mohammadi et al (2019) en la que la cuantificacién de ARN mensajero de

TIMP-1 fue mayor en el grupo de ratas tratadas con nanofibras de curcuminay crisina (101).

Otro punto que debemos sefialar es el de la escasa especificidad tisular en cuanto las
preparaciones actuales de curcumina. Todavia queda un importante campo de mejora en este
aspecto, pudiendo disefiar formulaciones especificas dependiendo del 6rgano y/o patologia a

tratar.

En nuestra opinion uno de los objetivos a seguir a parte de una curacién mas rapida de la
herida cutanea, es conseguir una cicatrizacion de mejor calidad y estéticamente mas aceptables.

Redd et al (2004) ya demostraron con ratones PU.1-null que la ausencia de inflamacion durante

el proceso de reparacion tisular evita la aparicion de cicatriz(31). El tratamiento con TGF-B3

en la dermis y los bordes de las heridas de espesor total en embriones de ratas y ratones,
disminuyd la presencia de monocitos y macrofados en la herida y se consiguié la disminucion

de tejido cicatricial (30).

Los siguientes pasos deberian encaminarnos en la realizacion de ensayos clinicos en

humanos.

Respecto a las limitaciones de nuestro estudio: Consideramos que el hecho de que nuestro

estudio haya finalizado el dia 14 frente a otros trabajos que finalizaron incluso el dia 30, ha
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podido limitar la demostracién de d.e.s, sobre todo en el grupo de ratas diabéticas. Asi, en la
comunicacion de Zhang et al, no pueden demostrar el incremento en la deposicién de colageno
en ratas diabéticas tratadas, hasta el dia 30 de estudio. Esto se explicaria porque en dichos
animales es bien conocido el efecto negativo y retardante que tiene la hiperglucemia sobre la
cicatrizacion: disfuncién leucocitaria, alteracion de la actividad fibroblastica y sintesis de
colageno, trastorno en la diferenciacion y migracion de queratinocitos, disfuncion endotelial,
entre otros (50). Por otra parte, el uso de un modelo animal como la rata, pese a sus numerosas
ventajas, no permite extrapolar directamente los resultados a lo que ocurriria en la piel humana
en condiciones similares, ya que existen ligeras diferencias en los distintos procesos y fases de

la cicatrizacion.

Pero en definitiva, consideramos el tratamiento topico con curcumina, sobre todo cuando
ésta se aplica en nanoformulaciones de glicerosomas cubiertos con &cido hialurénico, una
herramienta terapéutica a tener en cuenta para ayudar en el proceso de regeneracién/reparacion
cutdnea aunque son necesarios mas estudios, en los que se apliquen técnicas que permitan
dilucidar el mecanismo intimo de accién y ayuden a ajustar dosis. Sin duda, la culminacion de
los ensayos clinicos que ya hay en marcha, permitira abrir la puerta o no a un posible uso

habitual en humanos.
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7.- CONCLUSIONES

1. De las diferentes formulaciones de curcumina utilizadas, la que mejor resultados ha

obtenido ha sido la curcumina encapsulada en glicerosomas y recubiertos de AH.

2. Lacurcumina en glicerosomas recubiertos de AH ha disminuido el tiempo de curacion

de las heridas en las ratas no diabéticas.

3. Las ratas diabéticas, inducidas por estreptozotocina, tuvieron una cicatrizacion mas

lenta que las ratas no diabéticas.

4. Elestudio histomorfométrico de las heridas ha demostrado una precoz reepitelizacién

en el grupo de tratamiento con glicerosomas+AH de ratas no diabéticas.

5. El estudio inmunohistoquimico del indice de proliferacion celular (PCNA) en las
heridas de ratas diabéticas era menor que el control de ratas sanas a pesar de no

obtener d.e.s.

6. El estudio inmunohistoquimico de MMP-9 no ha demostrado una disminucion de su

expresion en las ratas diabéticas tratadas con curcumina en glicerosomas+AH.

7. EIl estudio inmunohistoquimico no ha demostrado un aumento en la expresion de
TIMP-1 ni de CD31 en el grupo de ratas diabéticas tratadas con curcumina en

glicerosomas+AH.

Como consideracion final quiero resaltar la hipotesis de que el efecto antiinflamatorio del
acido hialurénico potencia los efectos tréficos de la curcumina y que por otro lado el aumento
de la migracién celular que promueva el AH ha debido contribuir a que las heridas del grupo

de curcumina en glicerosomas+AH hayan cerrado antes.
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