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RESUMEN

Objetivos: Evaluar los efectos de la aplicacidon topica de matriz acelular de vejiga urinaria
de cerdo (MAVU) y extracto de Centella asiatica (ECA) en la regeneracién de heridas en
lenguas de rata, realizadas con un bisturi frio. Material y Métodos: Las heridas se
realizaron en el dorso de la lengua, utilizando un punch de biopsia, en 64 ratas macho
Sprague-Dawley que fueron randomizadas en cuatro grupos (n=16 por grupo): Grupo 1
(control), Grupo 2 (ECA), Grupo 3 (MAVU con orabase), Grupo 4 (orabase). No se aplicé
ninglin producto en el Grupo 1 y los animales de los Grupos 2-4 recibieron tres
aplicaciones tépicas diarias de los productos. Los animales se controlaron diariamente
para determinar el estado de la herida y, el peso se evalud el dia 0 y el dia de los
sacrificios (para el estudio postoperatorio de la ingesta oral). Cuatro ratas de cada grupo
fueron sacrificadas en los dias 2, 7, 14 y 21y, las lenguas fueron analizadas mediante:
un andlisis macroscdpico morfogenético de la reparacidn de las heridas (porcentaje de
la lengua ocupada por la herida), niveles de mieloperoxidasa (MPQO) y malondialdehido
(MDA), estudio histolégico de la reparacién de las heridas (grado de reepitelizacion e
inflamacidn) y el analisis inmunohistoquimico de CD31. Resultados: El aumento de peso
de los animales, la reparacion histoldgica de la herida y la positividad para CD31 de
mayor a menor fueron: MAVU>ECA>orabase>control, donde el grupo de MAVU
presentaba diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) con el resto de grupos,
en los dias 7, 14 y 21 para el aumento de peso, y en los dias 2 y 7 para el estudio
histolégico de la herida y positividad para CD31. Finalmente, el porcentaje de lengua
ocupada por la herida y los niveles de MPO y MDA de menor a mayor fueron:
MAVU<ECA<orabase<control, donde el grupo de MAVU presentaba diferencias
estadisticamente significativas (p<0,05) con el resto de los grupos en los dias 2, 7, 14 y
21 para porcentaje de lengua ocupada por la heriday MDA; y en los dias 7, 14 y 21 para
MPO. Conclusiones: El ECA es efectivo en la regeneracién tisular de la mucosa oral; sin
embargo, la aplicacidn topica de MAVU sobre heridas del dorso lingual ha resultado ser
un tratamiento incluso mas potente sobre la regeneracion tisular de la mucosa oral. En
este sentido, la MAVU puede ser beneficiosa en pacientes con heridas en la mucosa oral;
aunque este hallazgo requiere mayor investigacion clinica y de laboratorio.



SUMMARY

Objectives: To evaluate the effects of topical applications of porcine acellular urinary
bladder matrix (AUBM) and Centella asiatica extract (CAE) on the healing of tongue
wounds created with a steel scalpel in an in vivo rat model. Materials and Methods:
Wounds were made in the dorsum of the tongue using a punch tool in 64 male Sprague-
Dawley rats, randomized into four groups (n=16 per group): Group 1 (control); Group 2
(CAE); Group 3 (AUBM mixed with orabase); Group 4 (orabase). No product was applied
in Group 1; the animals in Groups 2-4 received three daily topical applications. Wound
status was assessed daily and the animals were weighed on day 0 and at the time of
euthanasia (to assess post-operative oral intake). Four rats in each group were
euthanized at days 2, 7, 14 and 21 and the tongues were processed for: macroscopic
morphometric analysis of wound repair (percentage of tongue occupied by wound);
myeloperoxidase (MPO) and malondialdehyde (MDA) levels; histological wound repair
(degree of reepithelialization and inflammation); and CD31 positivity. Results: The
animals weight gain, histological wound repair and CD31 positivity from greatest to least
were: AUBM>CAE>orabase>control, whereby the AUBM Group showed statistically
significant differences (p<0.05) in comparison with the other groups at days 7, 14 and
21 for weight gain, and at days 2 and 7 for histological wound repair and CD31 positivity.
Percentage of tongue occupied by wound, MPO and MPA levels from least to greatest
were: AUBM<CAE<orabase<control, whereby the AUBM group showed significant
differences (p<0.05) in comparison with the other groups on days 2, 7, 14 and 21 for
percentage of tongue occupied by wound and MDA; and on days 7, 14 and 21 for MPO.
Conclusions: CAE is effective for oral mucosa tissue regeneration, while topical
applications of AUBM are an even more potent means of oral mucosa regeneration. In
this sense, AUBM may be beneficial to patients with wounds to the oral mucosa; this
finding requires further clinical and laboratory investigation.
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INTRODUCCION

I.INTRODUCCION
1.1 RECUERDO MORFOLOGICO DE LA CAVIDAD ORAL
1.1.1 HISTOLOGIA DE LA MUCOSA DE LA CAVIDAD ORAL
La cavidad oral estd tapizada por una membrana mucosa himeda que forma la
barrera estructural entre el cuerpo y el medio externo denominada mucosa oral. Esta
humedad es aportada por la secrecidén de saliva por las glandulas salivares, la cual es
necesaria para evitar la aparicién de procesos regresivos.
La mucosa oral estd integrada por dos capas de tejido estructural vy
embriolégicamente diferentes:
1. Tejido epitelial, de origen ectodérmico.
2. Tejido conectivo, de origen mesenquimatoso (también llamado lamina propia,

corion o estroma).

Las dos capas estan conectadas por una membrana basal, en una relacién ondulada
y no lisa. Esto es debido a que el tejido conectivo emite prolongaciones hacia el epitelio,
denominadas papilas coriales, que son invaginaciones, mientras que el epitelio emite
proyecciones hacia la [ldmina propia, en forma de evaginaciones que reciben el nombre
de crestas epiteliales. Esta disposicion en papilas y crestas facilita la nutricién del epitelio

avascular a partir del tejido conectivo que es de caracter vascular.

La mucosa oral esta formada por:

1. Epitelio: puede ser de tipo plano o pavimento estratificado y, dependiendo del
grado de queratinizacién de los queratinocitos en la cavidad oral, podemos
encontrar diferentes tipos de epitelio:

A. Epitelio plano estratificado ortoqueratinizado.
B. Epitelio plano estratificado paraqueratinizado.

C. Epitelio plano estratificado no queratinizado.

A. Epitelio plano estratificado queratinizado (Figura 1). Esta constituido por dos

tipos de poblaciones celulares: intrinseca formada por queratinocitos y

Efectos de la aplicacion tépica de matriz acelular de vejiga urinaria de cerdo y extracto
de centella asidtica en la regeneracion de heridas en lengua de rata.
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INTRODUCCION

extrinseca de origen ajeno al epitelio formada por una poblaciéon permanente y
otra transitoria.

- Poblacion intrinseca estd constituida por los queratinocitos (células del

epitelio destinadas a queratinizarse), los cuales constituyen el 90% de la

poblacién celular del epitelio de la mucosa oral, que se disponen formando

cuatro capas o estratos: basal, espinoso, granuloso y cérneo.

Figura 1. Diferenciacién celular en un epitelio plano estratificado queratinizado.
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Estrato basal: esta constituido por una capa unica de células de forma cubica o
cilindrica, cuyo nucleo es redondo u oval. El citoplasma es intensamente baséfilo
conferido por los ribosomas. Los queratinocitos junto los fibroblastos del corion

son los responsables de la formacién de la [dmina basal.

Efectos de la aplicacion topica de matriz acelular de vejiga urinaria de cerdo y extracto 3
de centella asidtica en la regeneracion de heridas en lengua de rata.



INTRODUCCION

Estrato espinoso: formado por varias hileras de queratinocitos. Las células que lo

constituyen son poligonales de nucleo redondo, mds o menos pequefio, con
citoplasma ligeramente basofilo. También se encuentran células de langerhans y
células de Merkel.

Estrato granuloso: estd constituido por dos o tres capas de células aplanadas o

escamosas con un nucleo pequefio. El citoplasma esta lleno de granulos de
gueratohialina. Es la zona en la que comienza la degeneracién del nucleo.

Estrato cdrneo: se caracteriza por estar constituido por células planas sin nucleo

evidente. No presentan granulos de queratohialina y carecen de organoides. La

célula queratinizada se torna una escama compacta y deshidratada.

- Poblacion extrinseca permanente representa el 9% de la poblacién celular del

epitelio y esta formada por tres tipos celulares:

* Melanocitos: células claras con nucleo pequeno, que se caracterizan

por poseer abundantes granulos precursores de melanina.

*  Células de Merkel: células claras con escasos granulos densos de forma
esférica. Son células sensoriales adaptadas para la percepcién de la

presion.

*  Células de langerhans: procesan y presentan los antigenos a los

linfocitos T que inician una rapida respuesta inmunoldgica.

- Poblacion extrinseca transitoria representa alrededor del 1% de las células del

epitelio y estd constituida por granulocitos, linfocitos y monocitos.

B. Epitelio plano estratificado paraqueratinizado. Presenta el estrato basal,

espinoso y granuloso con iguales caracteristicas que el queratinizado. En el

estrato cdrneo las células conservan sus nucleos y algunas organelas celulares.

C. Epitelio plano estratificado no queratinizado. No produce la capa superficial

cornea y carece de estrato granuloso. Sus capas son: basal, intermedia vy

Efectos de la aplicacion tépica de matriz acelular de vejiga urinaria de cerdo y extracto
de centella asidtica en la regeneracion de heridas en lengua de rata.
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superficial (Ferraris y Campos, 2004; Evans, 2017; Kispely y cols., 2014; Séez,
1998).

2. Membrana basal: la separacidn entre el epitelio y el tejido conjuntivo se realiza
mediante la membrana basal. Si se observa con microscopia electrdnica, la
membrana basal posee dos regiones: la [|dmina basal, sintetizada por las células
del epitelio, y la [dmina reticular, sintetizada por las células del conectivo.
Ldmina basal: consta de dos estratos, la lamina Iucida y la [dmina densa, ambos
de un grosor de 50nm. En la lamina densa se detectan preferentemente
coldgeno tipo IV, heparansulfato y fibronectina, mientras que en la lamina lucida
encontramos laminina y entactina.

Ldmina _reticular: esta constituida por fibras en una matriz de

glucosaminoglicanos. Su espesor varia de acuerdo al grado de friccidon con el
epitelio suprayacente, siendo mas gruesas en los epitelios queratinizados. Sus
fibras son:
- Fibras de anclaje: son fibras de colageno tipo VII que finalizan en
la lamina densa y forman bucles en pequefias areas de anclaje con
colageno tipo IV, denominadas placas de anclaje.
- Fibras reticulares: son fibras de reticulina (coldgeno tipo Ill). Estdn
distribuidas paralelamente al epitelio entre las fibras de anclaje. La

fibronectina colabora a fijar la lamina reticular a la lamina basal.

La membrana basal posee varias funciones, entre ellas destaca, el ser una
estructura de fijacidon entre el epitelio y el tejido conectivo, un filtro molecular
fisico y quimico (malla de coldgeno tipo 1V), por restringir el paso de cargas
negativas.

Otras funciones adicionales de la membrana basal es su papel de guia para la
migracion celular en la reepitelizacion de heridas y su contribucién como barrera
al sistema defensivo del organismo.

Es importante mencionar que la membrana basal en la cavidad bucal presenta
algunas caracteristicas especiales: es mds gruesa en su conjunto en los epitelios
no queratinizados y con la edad disminuye progresivamente el espesor (Ferraris
y Campos 2004; Evans, 2017; Qin y cols., 2017; Saez, 1998).

Efectos de la aplicacion tépica de matriz acelular de vejiga urinaria de cerdo y extracto
de centella asidtica en la regeneracion de heridas en lengua de rata.



INTRODUCCION

3. Lamina propia o corion: es una lamina de tejido conectivo de espesor variable
gue confiere sostén y nutricidon al epitelio. Estas funciones se ven reforzadas por
la presencia de papilas que llevan vasos y nervios. Las papilas varian de longitud
y anchura de acuerdo con la zona. El tejido conectivo puede ser laxo, denso o
semidenso segun la regién, al igual que la distribucién de células, fibras y
sustancia fundamental, en funcién de las necesidades de las regiones de la
cavidad bucal.

Entre las células podemos mencionar: fibroblastos, macréfagos, linfocitos,
células cebadas y células plasmaticas. Respecto a las fibras podemos destacar
tres tipos: fibras de coldgeno (resisten fuerzas de traccion y evitan
deformaciones de la mucosa), fibras elasticas (devuelven al tejido la normalidad
después de la tension) y fibras reticulares (refuerzan las paredes de los vasos
sanguineos). Y, respecto a la sustancia fundamental existe gran cantidad de
glucosaminoglucanos que retienen el agua y permiten la difusion de nutrientes
desde los vasos hacia el epitelio.

En algunas zonas, la ldamina propia se adhiere al periostio o bien se dispone
recubriendo la submucosa. A nivel de la [dmina propia de la mucosa bucal existe
una rica inervacién con terminaciones nerviosas sensoriales que recogen

informacidn sobre la percepcion del dolor, la temperatura, el tacto y la presién.

4. Submucosa: esta formada por tejido conectivo laxo, destinado a unir la mucosa
a los sitios adyacentes. Puede existir o no como una capa bien definida,
existiendo submucosa en zonas donde se requiere movimiento y que estan
expuestas a choque masticatorio. Su espesor es variable y en ella se encuentran
glandulas salivares, vasos, tejido adiposo y nervios. En ella las grandes arterias se
dividen para formar ramas mds pequefias que penetrardn en la ldmina propia.
Las fibras nerviosas son mielinicas cuando atraviesan la submucosa, pero pierden
la vaina de mielina antes de dividirse en la lamina propia (Saez, 1998; Ferraris y

Campos, 2004; Evans, 2017).
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1.1.2 CLASIFICACION DE LA MUCOSA DE LA CAVIDAD ORAL
La mucosa de la cavidad bucal puede clasificarse de acuerdo a su localizacién y
funcion en:
1. Mucosa de revestimiento.
2. Mucosa masticatoria.

3. Mucosa especializada o sensitiva.

1. MUCOSA DE REVESTIMIENTO
Es la que tapiza las mejillas, el paladar blando, las porciones lateral y ventral de
la lengua e interna de los labios. Rara vez percibe el impacto directo del acto
masticatorio. Por lo tanto, el epitelio que lo forma es plano, estratificado y «no
gueratinizado». Ademas, por debajo del corion se encuentra otra capa conectiva

denominada submucosa, que le brinda gran movilidad.

2. MUCOSA MASTICATORIA
Corresponde a la zona de la encia y paladar duro. Esta mucosa es la que recibe
todos los roces y fuerzas que se realizan durante la masticacién. El epitelio que
la constituye es plano, estratificado y «paraqueratinizado» y el corion puede ser
mas o menos fibroso. La submucosa estd ausente y, por lo tanto, se fija

fuertemente al hueso y carece de movilidad.

3. MUCOSA ESPECIALIZADA'Y SENSITIVA
Se denomina asi a la superficie dorsal de la lengua porque la mayoria de las
papilas linguales poseen intraepitelialmente corpusculos o botones gustativos.
Estas estructuras son las encargadas de recibir estimulos para captar las

diferentes sensaciones gustativas (Ferraris y Campos, 2004; Sepulveda, 2014).

1.1.3 LA LENGUA. RECUERDO MORFOLOGICO.
La lengua llena la mayor parte de la cavidad oral y se extiende de la boca a la faringe.
De hecho, es un érgano muscular tapizado por mucosa capaz de movimientos vigorosos

y precisos, tales como la preparacion y manipulacion de alimentos dentro de la cavidad

Efectos de la aplicacion tépica de matriz acelular de vejiga urinaria de cerdo y extracto
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oral y la vocalizacién. El cuerpo de la lengua se compone de una masa de haces con
variada disposicidn de fibras musculares estriadas esqueléticas que permiten una gran
variacion de movimientos de la lengua. Las fibras pueden ser clasificadas en dos grupos:
las fibras que se originan fuera de la lengua (musculos extrinsecos) y los que se originan
dentro de la lengua y que se insertan en la misma (musculos intrinsecos) (Reginato Gde
y cols., 2014). Su funcidn especial es la de participar en la recepcion de los estimulos del

gusto.

1.1.3.1 HISTOLOGIA DE LA LENGUA

Desde el punto de vista histolégico estd constituida por:
e Mucosa
e Submucosa

e Tejido muscular estriado

A. Mucosa. La lengua presenta una cara dorsal y una ventral. La mucosa que
recubre a cada una de ellas es diferente (Figura 2).

- Cara o superficie ventral: presenta un epitelio de revestimiento plano

estratificado delgado y liso. La [dmina propia es delgada y esta formada por
tejido conjuntivo laxo con papilas cortas y numerosas. Es una lamina eldstica
gue permite los cambios rapidos en forma y diametro de la lengua durante el
movimiento. Presenta numerosos cumulos de células adiposas, glandulas
salivales, y vasos sanguineos y linfaticos. No existe submucosa. El corion estd
adherido a los haces musculares.

- Cara o superficie dorsal: esta mucosa esta dividida en dos partes por una

linea en forma de V: la que cubre los dos tercios anteriores o cuerpo lingual y,
a la que cubre el tercio posterior, raiz o base de la lengua.

En el cuerpo lingual el epitelio que lo constituye es de tipo plano

estratificado parcialmente cornificado; la lamina propia estd formada por
tejido conectivo laxo con células adiposas. Existe una separacion neta de la
mucosa con la submucosa que esta formada por tejido conectivo denso y

firme, sobre todo en la punta de la lengua donde forma la fascia lingual. En la

Efectos de la aplicacion tépica de matriz acelular de vejiga urinaria de cerdo y extracto
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superficie de esta porcién se evidencia un aspecto aterciopelado debido a la
presencia de pequefas proyecciones llamadas papilas linguales.

En la raiz o base de la lengua, la mucosa que la recubre no contiene papilas

verdaderas y encontramos la amigdala lingual, de naturaleza linfoide. La
amigdala lingual, junto con las amigdalas palatinas tubaricas y faringeas
constituye el anillo linfatico de Waldeyer. Histoldgicamente es importante por
ser la primera barrera de defensa ante las infecciones, que tienen a la boca
como puerta de entrada. Este anillo linfatico se ubica en la zona limitrofe entre

la bosa, las fosas nasales y la faringe.

Figura 2. Esquema de un corte sagital de la lengua.

EPITELIO PLANO ESTRATIFICADO | pMUCOSA
PAPILAS LINGUALES PARA U ORTOQUERATINIZADO DORSAL

TEJIDO
MUSCULAR
ESTRIADO
ESQUELETICO

CELULAS ADIPOSAS

GLANDULAS SALIVALES

EPITELIO PLANO ESTRATIFICADO MUCOSA VENTRAL
NO QUERATINIZADO
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B. Submucosa. Esta constituida por tejido conectivo de tipo denso. A este nivel
se encuentran glandulas salivales menores que reciben diferentes nombres,
las glandulas de Blandin y Nuhn, situadas cerca de la punta de la lengua, y las
glandulas de Weber, que estdn en posicidn lateral y posterior a las papilas

caliciformes en relacion con la amigdala lingual.

C. Capa muscular. Esta constituida por una masa de haces entrelazados de fibras
musculares estriadas esqueléticas, insertadas en la submucosa, que permiten

la amplia gama de movimientos de este drgano.

Existen en la lengua vasos sanguineos y linfaticos, que constituyen una red, tanto
en la mucosa, como en la submucosa. Ademas, estd inervada por nervios sensitivos

como el lingual y el glosofaringeo, en el tercio posterior.

1.1.3.2 PARTICULARIDADES DE LA LENGUA
La mucosa del dorso lingual es diferente al resto de la mucosa oral, ello se debe a
gue ademads de su funcidn masticatoria, tiene diferentes tipos de papilas linguales
dotadas de funcién sensorial.
Son cuatro los tipos de papilas que se encuentran sobre la superficie de la lengua:

filiformes, fungiformes, caliciformes o circunvaladas y foliadas.

e Papilas filiformes: constituyen el tipo mas numeroso. De forma cdnica que se

descaman con regularidad. En el organismo humano suelen se
paraqueratinizadas. Presentan un eje escaso de lamina propia y carecen de
papilas secundarias y botones gustativos. Se distribuyen en hileras mas o menos
paralelas a la V lingual, que atraviesan toda la superficie dorsal de la lengua y le
otorgan el aspecto aterciopelado tipico. Por la escasez de corion, clinicamente

estdn sujetas a cambios nutricionales.

e Papilas fungiformes: reciben este nombre porque se proyectan como pequefios

hongos, mas delgados en la base y mas dilatados en el extremo proximal. Son

Efectos de la aplicacion tépica de matriz acelular de vejiga urinaria de cerdo y extracto
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menos numerosas que las filiformes y se hallan en mayor porcién en la putay en
los bordes laterales de la lengua. La superficie epitelial no sigue los contornos de
las papilas secundarias y, por lo tanto, los capilares llegan muy cerca de la
superficie; esto ultimo, sumado a la poca cornificacién del epitelio, hace que
estas papilas tengan un intenso color rojizo. Presentan los corpusculos gustativos
intraepiteliales localizados en la superficie libre y no lateral de la papila. Estas
papilas por su localizaciéon y por no contener mayor cantidad de corion, son las

mas afectadas por procesos inflamatorios provocados por irritaciones.

e Papilas caliciformes o circunvaladas: son las mas grandes de la lengua. Hay de 7

a 12 distribuidas a lo largo de la V lingual. A diferencia de las fungiformes y las
filiformes no sobresalen en la superficie lingual. Cada papila, de 1 a 2mm de
altura, estd rodeada por un profundo surco circunvalador en cuyo fondo se abren
los conductos de pequeiias glandulas salivales serosas o glandulas de von Ebner;
que fabrican un liguido acuoso que se vacia en el surco y disuelve los alimentos,

lo que facilité la recepcion del gusto.

e Papilas foliadas: se encuentran en un numero de tres a ocho, a cada lado de la

lengua (region lateral posterior). Son pliegues perpendiculares al borde de la
lengua, tienen ldmina propia y contienen corpusculos gustativos. Estan
separadas unas de otras por el surco interpapilar. Presentan una papila primaria
y, por lo general, tres secundarias. Son muy abundantes en el recién nacido y

escasas en los adultos.

El sentido del gusto no estd dado por las papilas gustativas, sino por pequefios
corpusculos gustativos contenidos en ellas. Son mas abundantes en las papilas
caliciformes, pero pueden también encontrarse en el epitelio del paladar blando y en el
de otras areas de la regién bucofaringea.

Se perciben cuatro sensaciones gustativas (salado, acido, dulce y amargo) que
pueden detectarse regionalmente en la lengua (Ferraris y Campos, 2004):

- Enla punta: dulce y salado.

- Sobre los bordes: acido.

Efectos de la aplicacion tépica de matriz acelular de vejiga urinaria de cerdo y extracto
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- En el area de las papilas caliciformes, asi como en el paladar blando: amargo.

La similitud entre la lengua humana y la de rata es asombrosa; sin embargo, existen
unas minimas diferencias en la distribucidn de las papilas, que aparecen descritas en la

tabla 1 (Hendricks y cols., 2002).

Tabla 1: Diferencias morfoldgicas en la distribucidn de las papilas, entre la lengua humana y la de rata.

DISTRIBUCION DE LAS PAPILAS EN EL DORSO LINGUAL

PAPILAS LENGUA HUMANA LENGUA DE RATA
LINGUALES

En ambas, cubren toda la parte anterior de la lengua, y son

estructuras
Filiformes conicas, con un nucleo de tejido conectivo que esta cubierto de
epitelio
queratinizado.
En ambas, se hallan dispersas entre las numerosas papilas filiformes,
Fungiformes aparecen como estructuras rojas, debido a su eje conectivo

ricamente
vascularizado y la falta de queratinizacién. Poseen receptores
gustativos en el epitelio de la superficie.

En ambas, se localizan bilateralmente en la parte posterior de los
Foliadas margenes de la lengua, y tienen unos pocos botones gustativos en
su pared lateral.

Se localizan en la regién anterior de Se localiza en la parte mas

la “V” lingual. Aparecen de 8 posterior del dorso lingual,
Caliciformes a 12 papilas caliciformes, donde detrds incluso, de las papilas
existen receptores gustativos folidceas. Aparece como una

Unica estructura circular de
gran didmetro, donde existen
receptores gustativos.
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1.2 HERIDAS

1.2.1 CONCEPTO Y CLASIFICACION

Una herida es una soluciéon de continuidad del tejido afectado por una falta de
absorcién de la fuerza traumatica que la ha provocado. Cuando el tejido que ha sido
herido no puede curar de forma natural, debe ser reparado manteniendo sus bordes
unidos por medios mecanicos, hasta que haya cicatrizado lo suficiente como para resistir
tensiones sin necesidad de dichos soportes (Cohen y cols., 1994).

La mucosa que cubre la cavidad oral consiste en una capa externa de tejido epitelial
sostenido por una variable de tejido conjuntivo, dependiendo de la zona anatémica en
la que se encuentre. Esta mucosa es una barrera que protege el organismo, ya que
impide la penetracion de cualquier ‘... 5 cAyusas DE LESION TISULAR
agente externo que puede poner en
peligro su salud (Piva y cols., 2013). Los  Fisicas
agentes fisicos o quimicos (Tabla 2)

Flujo sanguineo alterado.

pueden interrumpir la continuidad del

.. ., . *  Aplastamiento.
tejido causando una lesidn tisular o

herida (Hupp, 2014). *  Desecacién.
*  Incision.
* lrradiacidn.

*  Sobreenfriamiento.

*  Sobrecalentamiento.

Quimicas
*  Sustancias con pH no fisioldgico.
*  Sustancias con tonicidad no fisioldgica.
*  Proteasas.
*  Vasoconstrictores.

*  Sustancias trombogénicas.
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de centella asidtica en la regeneracion de heridas en lengua de rata.

13



INTRODUCCION

Existen multiples clasificaciones de la herida (Bowler y cols., 2001):

Segun el espesor de los tejidos afectados:
- Epidérmicas o arafiazos.
- Erosion: pérdida de sustancia o desprendimiento de epidermis.
- Superficiales: hasta tejido celular subcutaneo.
- Profundas, complicadas o complejas: afecta a tejidos mas profundos.
- Penetrantes: a cavidades naturales, habitualmente no comunicadas con el
exterior (abdomen, térax, articulaciones, etc).
- Perforantes: afectan a visceras huecas albergadas en aquellas cavidades.

- Por empalamiento: por orificio anal o vaginal.

Segun la direccion:
- Longitudinales.
- Transversales.
- Oblicuas.

- Espiroideas.

Segun la forma:
- Simples.
- Angulares.
- Estrelladas.
- Avulsivas o con colgajos: cuando afectan al cuero cabelludo se denominan Scalp.

- Con pérdida de sustancia.

Segun el agente que las provoca:
- Incisas: por instrumentos cortantes y se caracterizan por bordes limpios y netos.
- Contusas: por instrumentos romos y se caracterizan por bordes irregulares y
desflecados.

- Penetrantes: producidas por agentes punzantes.

Efectos de la aplicacion tépica de matriz acelular de vejiga urinaria de cerdo y extracto
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1.2.2 CLINICA Y DIAGNOSTICO
La clinica se puede dividir en:

e General: sincope o lipotimia (por el dolor o estado emocional), shock
hipovolémico (si la hemorragia es importante), cuadros clinicos por
afectacion de 6rganos.

e Local: dolor, hemorragia (arterial: sangre roja con latidos; venosa: oscura
y sin presién; capilar: roja en sabana), y separacién de los bordes de la
herida.

El diagndstico consiste en: conocer el tiempo transcurrido y mecanismo de la
misma, buscar si existe hemorragia activa, revisar si existe dafio a nervios, tendones,
musculos y huesos, buscar posible afectacidon de érganos y valorar la viabilidad de los

tejidos afectados (Bowler y cols., 2001).

1.2.3 TRATAMIENTO

Las ulceras orales, originadas por procesos traumaticos, inmunolégicos u otros
procesos patoldgicos, son una de las quejas mas comunes que implican a la mucosa oral
y que pueden causar dolor de leve a severo. Estas lesiones se caracterizan por dafios
tanto del epitelio como del tejido conectivo (lamina propia) y son generalmente
reparados en cuestion de semanas si el factor etioldgico es remoto. El objetivo del
tratamiento es aliviar los sintomas y acelerar el proceso de reparacién, ya que en los
pacientes con Ulceras orales tales como la estomatitis aftosa recurrente y la mucositis,
se asocia una reduccion de la calidad de vida relacionada con la salud oral.

Diferentes protocolos terapéuticos, tales como analgésicos, corticosteroides,
agentes antiinflamatorios y la fototerapia, se han probado para acelerar la cicatrizacién
de heridas, procesar y reducir el dolor (Wagner y cols., 2013).

La curacién satisfactoria de una herida se produce por cicatrizacién de la misma. Su
tratamiento basico consistirda en afrontar por planos sus bordes y mantener este
contacto en reposo el tiempo suficiente para que el organismo ponga en marcha el

fenémeno de la cicatrizacién, que puede ser (Bowler y cols., 2001):
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Por primera intencién:

Se realiza de forma inmediata; es la mas frecuentemente utilizada y la que produce
una cicatriz de mejor calidad y en el menor tiempo posible. Se realiza en las primeras 24
horas y cuando ésta no esta contaminada y es posible obtener unos bordes regulares

gue permitan un aceptable afrontamiento de los mismos.

Por segunda intencién:

Se produce cuando el cierre se ha demorado mas de 24 horas. Requiere un Friedrich
o refresco de sus bordes previa a su sutura, o bien, se deja que cierre sin nuestra
intervencion. Produce una cicatriz de peor calidad y tarda mas tiempo en curar.

Nuestra actuacién serd la infiltracion con anestesia local de los bordes, en primer
lugar, a continuacién, se procederd a su limpieza y exploracién, con extraccién de
cuerpos extrafios y una buena hemostasia. Se valoraran dafos a otros tejidos y lavado
enérgico tanto de la herida como de las regiones adyacentes con agua y jabdn neutro,
seguida de abundante irrigacidon con solucién salina. Rasurado de las zonas cercanas a
la herida, excepto las cejas, que no deben rasurarse. Hemostasia con compresién digital

o gasas, mediante ligaduras o incluso con bisturi eléctrico.

Debemos tener en cuenta dos factores para decidir en qué momento se realizara el

cierre de la herida:

e Aspecto de la herida:
Presencia de suciedad, cuerpos extrafnos, cuantia de Ila necrosis,
desvitalizacién, vascularizacion y presencia de signos inflamatorios (celulitis

perilesional, edema, olor, etc).

e Tiempo de produccion:
Va a determinar en gran medida la actitud a seguir. Si han pasado menos de
3 horas, se procedera al cierre primario. Si han pasado entre 3 y 12 horas, se
realizard cierre primario, aunque la tasa de infeccién serd mayor. Si han
pasado mas de 12 horas, se valorara la localizacién y la posible infeccion local,

ya que en la mayoria de las heridas no estaria indicado el cierre primario; se
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puede hacer un Friedrich y revisién en 24 horas, y si en este intervalo no
aparecen signos inflamatorios ni necrosis, podemos hacer un cierre diferido

en 48-72 horas.

Por ultimo, aproximaremos los bordes mediante técnicas de sutura por planos
(eliminando espacios muertos y evitando el acimulo de secreciones que formarian
seromas, hematomas o abscesos), sin tensién, con el minimo material extrafio y
manteniéndola en reposo. Utilizando para ello: puntos de sutura, agrafes, puntos de
esparadrapo, o pegamentos tisulares (Quinn y cols., 2000).

Para prevenir la contaminacion, aislar y proteger las heridas del medio ambiente y
para mayor comodidad del paciente cubrirlas con apdsitos. En las heridas no
complicadas, basta con gasas secas cuando no se ha dejado un drenaje; en heridas muy
amplias, exudativas o en las que se prevé una fuerte reaccion inflamatoria, se colocaran
apositos con abundantes gasas o compresas que recojan esas secreciones y ligeramente
compresivos para contrarrestar el edema.

La herida debe mantenerse en reposo durante el tiempo que dure su cicatrizacién,
ya que el movimiento de la zona aumenta la tensiéon de los bordes, aumentando la
irritacion de los puntos de sutura o adhesivos tisulares e interfiriendo con el proceso
cicatricial.

La retirada de los puntos de sutura (en caso de no ser reabsorbibles o de no usar
adhesivos tisulares) se realizard cuando la cicatriz formada sea capaz de mantener la
union de los bordes de la herida por si sola. Esto depende en gran medida del espesor
de los tejidos afectados, extension de la herida y del tipo de material de sutura empleado
en la misma. Lo habitual es mantener los puntos durante una semana a 12 dias (Parell y

Becker, 2003).

1.3 PROCESO DE CICATRIZACION E INFLAMACION DE LA HERIDA
1.3.1 CICATRIZACION DE LAS HERIDAS
La cicatrizacion de heridas es un proceso dinamico que implica interacciones

complejas entre las moléculas de la matriz extracelular, mediadores solubles, células
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residentes y la infiltracién de leucocitos, con el objetivo inmediato de restaurar la
integridad y la homeostasis del tejido (Soley Bday cols., 2016).
Los principales responsables de la cicatrizacidon son (Coheny cols., 1994):
- Las células sanguineas.
- Los mediadores solubles (citoquinas).
- La matriz extracelular (MEC).

- Las células parenquimatosas.

Las citoquinas son hormonas sintetizadas por diversas células que regulan una gran
variedad de procesos. Sus acciones se producen localmente o a distancia, y se clasifican
en:

- Accién endocrina: actuando sobre receptores situados a distancia, utilizando
como medio de transporte el torrente sanguineo.

- Accidn paracrina: actuando sobre los receptores de células vecinas.

- Accion autocrina: actuando sobre los receptores de la propia célula que la
produce.

- Accidn intracrina: actuando sobre su propio citoplasma sin ser secretada fuera

de la célula.

La curacién de las heridas se logra mediante la adecuada activacidn e infiltracion de
células inflamatorias, neutrdfilos y macréfagos, que producen citoquinas pro-
inflamatorias tales como factor de necrosis tumoral (TNF) y la interleukina-I (IL-1) (Shah
y Amini-Nik, 2017). Estas citoquinas pro-inflamatorias resultan de la activacién de varios
factores de crecimiento en la superficie y bordes de la herida, tales como el factor de
crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), factor de crecimiento transformante (TGF),
factor de crecimiento epidérmico (EGF), y factor de crecimiento de fibroblastos (FGF),
que tienen actividades bioldgicas para estimular la infiltracidn de células inflamatorias
en el espacio de la herida.

Estos factores de crecimiento inducen la proliferacion de los queratinocitos y
fibroblastos, dirigidos a la nueva formacion de capilares en el tejido de granulacion, a la
deposicion de matriz extracelular modulada y a la reconstitucion del drea lesionada (El

Gazaerty y cols., 2013). Los queratinocitos son las células tipo mas prevalentes en la
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epidermis, y los fibroblastos son las células tipo predominante en la dermis. Los
queratinocitos secretan el PDGF vy, el TGF-B. Los fibroblastos activados migran al sitio de
la herida y ponen en marcha la produccidon de componentes de la MEC, tales como
coldgeno, gelatina y fibronectina (Seo y cols., 2017).

El TGF R es una familia de proteina multifuncional 25 KDa (TGF B 1, 2, 3), que
estimula el colageno y la formacién de fibronectina en variedad de fibroblastos.
Ademas, TGF B es conocido por regular la diferenciacidon de las células, inducir la
guimiotaxis de células inflamatorias y la acumulacién de proteina de la matriz
extracelular (El Gazaerty y cols., 2013). La excesiva produccién de TGF 8 se ha visto
relacionada con la formacidn de cicatrices hipertréficas y queloides (Chao y cols., 2003).

Los principales componentes de la sustancia fundamental intercelular son (Soley

Bday cols., 2016):

- Colageno: es una molécula con tres cadenas peptidicas a y es la Unica proteina
con hidroxiprolina. Es sintetizado en los fibroblastos en forma de procolageno.
Una vez glicosilado se secreta al espacio intercelular en forma de colageno. En
este espacio forma un entramado por medio de la lisil oxidasa. El coldgeno es
degradado por colagenasas. Existen unos trece tipos de colageno, siendo el tipo
| es el mas importante.

La deposicién de colageno y la remodelacién contribuyen a aumentar la
resistencia a la traccién del tejido lesionado. Sin embargo, excesivo o disminuido,
la sintesis de coldageno puede dar lugar a dafios en el proceso de reparacién,
resultando en la formacion de cicatrices anormales.

- Elastina.

- Fibronectina, la laminina, los proteoglicanos y el acido hialurdnico.

La cicatrizaciéon de las heridas cutaneas se describe especificamente como un
proceso que supone una regeneracion epitelial y la formacién de una cicatriz de tejido
conjuntivo y que, por tanto, ejemplifica los principios generales aplicables a la curacién
de todas las heridas. Sin embargo, es preciso tener en cuenta que cada tejido del
organismo posee células y caracteristicas especificas que modifican el esquema basico

expuesto (Cotrany cols., 2000).
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1.3.1.1 FASES DE LA CICATRIZACION

Una cascada de etapas sucesivas y superpuestas estan implicados en la cicatrizacién
de heridas cuyo resultado es restablecer la integridad del tejido y la funcion (Deshpande
y cols., 2016). La cicatrizacién de las heridas se produce en cuatro fases: hemostasia,
inflamacidn, proliferacion celular o reparacion y remodelacién (Lopez Jornet y cols.,
2014; Than vy cols., 2017). Cualquier fracaso de este proceso puede conducir a la
formacidn de cicatrices hipertréficas, queloides o cicatrices cronicas (Soley Bda y cols.,

2016) (Figura 3).

Figura 3. Fases del proceso de curacion de las heridas: hemostasia, inflamacién, proliferaciéon vy
remodelacidn (Than y cols., 2017).
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o Fase de hemostasia o coagulacion

Esta fase inicia inmediatamente después de presentarse la lesion y se altera la
integridad del tejido; tiene una duracién de hasta 15 minutos. Su objetivo principal
es evitar la pérdida de fluido sanguineo mediante el cese de la hemorragia vy la
formacién del coagulo, protegiendo asi el sistema vascular y la funcién de los
drganos vitales (Guarin Corredor y cols., 2013). Inmediatamente, tras la agresion
quirurgica, se produce una vasoconstriccion por la liberaciéon de catecolaminas en

un primer intento hemostatico del organismo. En este instante las plaquetas ya
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producen fibrina y se liberan los mediadores de la inflamacidn. El codgulo sanguineo
mantiene la hemostasia y sirve de “matriz extracelular” para la migracion celular

(Yacel y cols., 2003).

o Fase inflamatoria

Esta fase tiene su inicio hacia el minuto 16 y presenta una duracién de hasta seis
dias; se presenta como respuesta protectora e intenta destruir o aislar aquellos
agentes que representen peligro para el tejido, ya que sin dicha remocién de las
células afectadas no se dard inicio a la formacién de nuevo tejido (Guarin Corredor
y cols., 2013). Es clinicamente caracterizada por el signo cardinal de enrojecimiento,
picor, hinchazén, dolor y pérdida de la funcidn, que comienza inmediatamente
después de la lesidn del tejido, que es iniciada y mantenida por la cascada de la
coagulacion, la ruta del acido araquidénico y la creacion de factores de crecimiento
y citoquinas (El Gazaerly y cols.,2013). Se considera como un periodo critico para la
cicatrizacion de las heridas porque las células inmunes eliminan tejidos dafiados,
cuerpos extrafos y el tejido muerto (Lopez Jornet y cols., 2014).

Como respuesta a la agresion, y una vez finalizado el fenédmeno de
vasoconstriccion transitoria, tiene lugar una vasodilatacidon, con aumento de la
permeabilidad capilar y migracién celular. Esta respuesta, propia de la inflamacion,
se debe a la liberacidon de mediadores, como son las citoquinas, histamina, cininas y
prostaglandinas. Los elementos celulares que mas participan son:

- Las plaquetas: que ademas de participar en la hemostasia son células secretoras

de importantes mediadores para la cicatrizaciéon, como por ejemplo el factor de

crecimiento derivado de las plaguetas que atrae y activa a macrofagos y

fibroblastos.

- Los neutrdfilos: que limpian la herida de particulas extrafias y bacterias.

Después de realizar su labor son expulsados con la escara de fibrina o fagocitados

por los macréfagos.

- Los monocitos: que habitualmente circulan por el torrente sanguineo son

también reclutados por quimiotaxis. Estos se transforman en macréfagos

activados que liberan diversos factores de crecimiento, los que favorecen el

inicio de la formacién del tejido de granulacién. Los macrdfagos se adhieren a la
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matriz extracelular y hacen que otros monocitos se transformen en macroéfagos
inflamatorios y reparadores. Los macréfagos tienen un papel fundamental en la

transiciéon entre inflamacion y reparacion (Coulombe, 2003; Benavides, 2008).

o Fase de reparacion o proliferacion celular

La fase proliferativa comienza aproximadamente 2-3 dias después de la herida
(El Gazaerly y cols., 2013), dura aproximadamente de 15 a 20 dias (Guarin Corredor
y cols., 2013) e incluye la produccién de nuevo de células epiteliales y endoteliales y
fibroblastos del tejido residente (Deshpande y cols., 2016). Un nuevo tejido va
sustituyendo el defecto producido por la agresidon. Este tejido procede de la
epidermis adyacente y del nuevo tejido conjuntivo que se va formando, también
llamado tejido de granulacion. De esta manera se producen tres hechos
fundamentales: epitelizacion, formacion de tejido de granulacion vy
neovascularizacion.

1. La epitelizacidn: o crecimiento de la epidermis desde sus capas basales.

2. La formacién de tejido de granulacién: o formacidon de matriz extracelular

mediante la sintesis de coldgeno y sustancia fundamental.

3. La neovascularizacién: neoangiogénesis o neoformacion vascular, que consiste

en el crecimiento de yemas vasculares desde los vasos hemostaticos.

1. Epitelizacion:

La reepitelizacién de las heridas comienza unas horas después de producida
la lesién. Inmediatamente después, las células epiteliales retraen sus
tonofilamentos, pierden sus desmosomas (uniones intercelulares) y forman
filamentos de actina para desplazarse. De esta forma, estas células migran sobre
la herida, en un proceso mediado por unos receptores (integrinas) que expresan
sobre la superficie celular. Uno o dos dias después de la lesidén se produce la
proliferacién desde los bordes de la herida. Las células epiteliales adquieren su
fenotipo normal al restablecerse la integridad de la membrana basal (Ortonne y
cols., 1981; Singer y McClain, 2003; Garlick y Taichman, 1994; Paladini y cols.,
1996).
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2. Formacién del tejido de granulacion:

Es el nuevo estroma al que denominamos tejido de granulacion. Al cuarto dia
comienza a invadir el defecto de la herida. Los macréfagos se encargan de liberar
los mediadores de la angiogénesis y la fibroplasia. El factor de crecimiento
derivado de las plaquetas y el factor de crecimiento transformante R1 (TGF R1)
estimulan la proliferacidn de fibroblastos. Estos comienzan la formacién de una
matriz extracelular constituida por fibrina, fibronectina y acido hialurdnico. Esta
matriz provisional es sustituida posteriormente por una matriz colagenosa, por
la accion del TGF RB1. Las alteraciones de este proceso de sustitucidon son las
responsables de la formacion de los queloides y las cicatrices hipertroficas.
Aunque antes se pensaba que el colageno se sintetizaba dias después de la
agresion, ahora se ha demostrado que su sintesis comienza después de 10 horas,
y que se alcanza la maxima funcidn sintética entre el quinto y el séptimo dia (Luo

y cols., 2003).

3. Neovascularizacion:

La angiogénesis es estimulada inicialmente por los factores de crecimiento
fibroblasticos procedentes de los macréfagos activados. Posteriormente, la
hipoxia produce la liberacion del factor de crecimiento endotelial de las células
epidérmicas. La fibronectina parece jugar un papel importante en el movimiento
de las células endoteliales. La proliferacion de yemas vasculares cesa cuando el
tejido de granulacién cubre la herida (Soybir y cols., 2003; Cherry y Hughes, 2003;
Rodgers y cols., 2003; Than y cols., 2017).

o Fase de remodelacion o maduracion
En esta fase se originan los fendmenos de:

1. Contraccién de la herida:

Durante la segunda semana de cicatrizacién, los fibroblastos forman
microfilamentos de actina en la cara citoplasmatica de su membrana celular y
multiplican sus uniones intercelulares. Estos miofibroblastos interaccionan entre
si, y con la matriz colagenosa, para producir la contraccién de la herida. Este

proceso facilita la cicatrizacion de la lesidn, aproximando los bordes del defecto.
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Su accién se manifiesta en las cicatrices por segunda intencidon (Milbourn y

Israelsson, 2004).

2. Reorganizacion de la matriz extracelular:

Una vez que cesan la inflamacidn, la fibroplasia y la angiogénesis se produce
un equilibrio entre sintesis y catabolismo de coldageno. El catabolismo del
coldageno depende de las denominadas metaloproteasas sintetizadas por
diversas lineas celulares. De esta forma, el tejido de granulacién se transforma
en cicatriz propiamente dicha, aumentando su resistencia. Asi, las fibras de
colageno se alinean en el sentido de las fuerzas tensionales a la que es sometido
el tejido cicatricial, para poder alcanzar una maxima resistencia. Después de tres
semanas la cicatriz sélo alcanza el 20% de su fuerza final. Posteriormente, alcanza
lentamente su maxima resistencia. En la piel, por ejemplo, la maxima fuerza de
resistencia que alcanza la cicatriz es el 70% de la que tendria sin sufrir lesién. Esta

resistencia la alcanza al afio de producirse la lesion (Sheridan y Padgett, 2004).

1.3.1.2 CICATRIZACION POR PRIMERA INTENCION

Uno de los ejemplos mas simples de reparacién de las heridas es la cicatrizacién
de unaincisién quirdrgica limpia, no infectada, con los bordes aproximados mediante
suturas quirurgicas. Se denomina cicatrizacidén primaria o por primera intencién. La
incision sélo causa una interrupcién focal de la continuidad de la membrana basal
epitelial y, la muerte de un nimero relativamente escaso de células epiteliales y de
tejido conjuntivo. En consecuencia, la regeneracién epitelial predomina sobre la
fibrosis. La fibrina procedente de la sangre coagulada ocupa con rapidez el estrecho
espacio de la incisidn: la deshidratacién de la superficie produce una costra que

recubre y protege el lugar de la reparacién (Cotran y cols., 2000).

En las primeras 24 horas:

Se observan neutrdéfilos en los bordes de la incisién, que se desplazan hacia el
coagulo de fibrina. Las células basales del borde cortado de la epidermis comienzan a
mostrar un aumento de la actividad mitética. En 24 a 48 horas, las células epiteliales de

ambos bordes han comenzado ya a desplazarse y proliferar a lo largo de la dermis,
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depositando componentes de la membrana basal conforme avanzan. Las células se
encuentran en la linea media bajo la superficie de la costra y forman una capa epitelial

delgada pero continua.

En el dia 3:

Gran parte de los neutréfilos se han reemplazado por macréfagos y el tejido de
granulacién invade de forma progresiva el espacio de la incisién. Las fibras de coldgeno
son ya evidentes en los bordes de la herida, pero estan orientadas verticalmente y no se
extienden de un borde a otro. La proliferacion de células epiteliales continta y la capa

epidérmica es mas gruesa.

En el dia 5:

La neovascularizacién alcanza su maxima expresion a medida que el tejido de
granulacidn ocupa el espacio de la incision. Las fibrillas de colageno son mas abundantes
y comienzan a unir los bordes de la herida. La epidermis recupera su espesor normal a
medida que la diferenciacion de las células de superficie produce una estructura

epidérmica madura con queratinizacion superficial.

Durante la segunda semana:

Tiene lugar una acumulacién continua de coldgeno y proliferacidn de fibroblastos.
El infiltrado leucocitico, el edema y la mayor vascularizacién son mucho menores. Se
inicia el proceso prolongado de “blanqueamiento”, debido al depdsito creciente de

colageno en el seno de la cicatriz y a la regresién de los conductos vasculares.

Al final del primer mes:

La cicatriz esta formada por un tejido conjuntivo celular carente, en gran parte, de
células inflamatorias, y recubierto por una epidermis practicamente normal. No
obstante, los anejos cutaneos destruidos en la linea de incisién no se recuperan. El

tiempo aumenta la resistencia a la tensién de la herida (Felzani, 2005).

Este proceso de cicatrizacion requiere de una menor reepitelizacion, depdsito de

coldgeno, contraccidn y remodelacién. Por lo tanto, la cicatrizacion ocurre mucho mas
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rapido, con un bajo riesgo de infeccidn y con una menor formacién de cicatriz que en las
heridas que lo hacen por segunda intencion. Ejemplos de este tipo de reparacién son:
reduccion adecuada de fracturas de hueso, reposicién de laceraciones o incisiones bien

suturadas, colgajos y reanastémosis anatdomica de los nervios (Hupp, 2014).

1.3.1.3 CICATRIZACION POR SEGUNDA INTENCION

Cuando la pérdida de células o de tejido es mds extensa, como sucede en: un infarto,
una ulcera inflamatoria, en la formacion de abscesos o incluso en heridas extensas, el
proceso de reparacién es mas complejo. En estas circunstancias, la mera regeneracién
de las células parenquimatosas no puede restablecer la estructura original. En
consecuencia, existe una penetracién importante de tejido de granulacion desde los
bordes de la herida, seguida con el tiempo de una acumulacién de matriz extracelular y
formacién de una cicatriz. Esta forma de curacidn se conoce como cicatrizacion
secundaria o por segunda intencién.

La cicatrizacién secundaria difiere de la primaria en (Cotran y cols., 2000):

- Los defectos histicos extensos contienen, por su propia naturaleza, mayores
volumenes de restos necréticos, exudado y fibrina que deben eliminarse. Por
consiguiente, la reaccién inflamatoria es mas intensa, con un mayor potencial de

lesiones secundarias, mediadas por la inflamacién.

- La cantidad de tejido de granulacion formada es mucho mayor. Los defectos de
mayor extensidon acumulan un mayor volumen de tejido de granulacién para
ocupar las soluciones de continuidad de la estructura del estromay proporcionar
el andamiaje subyacente para el crecimiento del nuevo tejido epitelial. En
general, cuanto mayor es el volumen de granulacién, mayor es la masa de tejido

cicatricial.

- La cicatrizacion secundaria muestra el fendmeno de contraccion de la herida.
En un plazo de seis semanas, por ejemplo, los defectos cutaneos extensos
pueden experimentar una reduccion del 5% al 10% de su tamano original, en

gran parte por contraccion. Este proceso se atribuye a la presencia de
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miofibroblastos, unos fibroblastos modificados que poseen muchas de las
caracteristicas estructurales y funcionales de las células contractiles del musculo

liso.

En definitiva, la cicatrizacidon por segunda intencidn significa que existe pérdida de
tejido que impide la reaproximacién de los bordes de la herida. Esta cicatrizacion se da
regularmente en tejidos poco flexibles, cuyos bordes no se pueden aproximar, por lo
gue se requiere una gran cantidad de migracién epitelial, depdsito de colageno,
contraccion y remodelacidn durante la curacién. Su evolucién es muy lentay genera una
cicatriz de mayor tamafio que en el caso de la cicatrizaciéon por primera intencién
existiendo un mayor riesgo de infeccion en la herida. Ejemplos de este tipo de
cicatrizacidon son los alvéolos dentarios postextraccion, fracturas mal consolidadas,
Ulceras profundas y cualquier herida extensa con avulsién de tejido blando.

Algunos cirujanos utilizan el término de cicatrizacidn por tercera intencion o cierre
primario diferido, para referirse a la cicatrizacién que ocurre cuando se cierra una herida
después de un periodo de cicatrizacion por segunda intencidn. El cierre se hace cuando
se estd seguro de que se ha superado el riesgo de infeccidén. Por ejemplo, heridas que
curan mediante injertos tisulares para cubrir grandes areas y salvar el espacio entre sus

margenes (Hupp, 2014).

1.3.2 PROCESO DE NO CICATRIZACION

El proceso de cicatrizacién o curacién de heridas estd determinado por la
continuidad de cada una de las fases que lo caracteriza (hemostasia, inflamacidn,
proliferaciéon y remodelacion); cuando se presenta algun tipo de alteracién que
entorpezca su desarrollo en el tiempo preestablecido como normal, se genera una lesiéon
cronica, la cual presenta un detenimiento o retraso en la fase de inflamacién o en la fase
proliferativa.

La respuesta humoral ante estas lesiones refleja exceso en la produccidon de
metaloproteinasas, factores de crecimiento y citoquinas. Las metaloproteinasas son
proteinas adhesivas necesarias para que se genere el proceso normal de curacién de
una herida y son importantes en el proceso de degradacion de la MEC y la remodelacion
del tejido que esta en proceso de cicatrizacion. Adicional a esta respuesta, un factor
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comun es la presencia de microorganismos que colonizan las lesiones y retardan el
proceso de cicatrizacion.

La remodelacién de la matriz en las heridas crénicas no se genera de la misma forma
que en una herida aguda. El aumento del proceso proteolitico produce una degradacién
incontrolada del tejido lo que conduce a una herida que no cicatriza. Esto se debe a que
el fluido presente en la herida que no cicatriza contiene una alta concentracién de
metaloproteinasas. Estas generan una disminucién en la proliferacién celular y en la
angiogénesis, incrementando la degradacion de la MEC y alterando la adecuada
reparacion tisular (Guarin Corredor y cols., 2013).

Existen cuatro factores que pueden dificultar la cicatrizacion de las heridas en una

persona sana:

Cuerpo extrafio. Un cuerpo extraino es cualquier elemento que el sistema
inmunitario del organismo del huésped interpreta como <<no propio>>, como
bacterias, suciedad y material de suturas. Los cuerpos extrafios causan tres
problemas basicos. En primer lugar, las bacterias pueden proliferar y producir una
infeccion en la que las proteinas liberadas atacan al tejido del huésped. En segundo
lugar, el cuerpo extrafio actia como refugio de las bacterias frente a las defensas
del organismo, lo que favorece la infeccion. En tercer lugar, un cuerpo extrafio suele
ser antigénico y estimular la formacion de una reaccién crénica inflamatoria que

disminuye la fibroplasia.

Tejido necrotico. El tejido necrético en la herida provoca dos problemas. El primero
es que su presencia actla como una barrera que impide el crecimiento de las células
reparativas. De esta forma se prolonga la fase inflamatoria mientras los leucocitos
eliminan el material de desecho, mediante procesos de lisis enzimatica y fagocitosis.
El segundo problema es que, como ocurre con los cuerpos extrafios, el tejido
necrotico sirve de nicho protector para las bacterias. Este tejido con frecuencia
tiene sangre que procede de la herida (hematoma), actuando asi, como una

excelente fuente de nutrientes para las bacterias.
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Isquemia. La disminucion del aporte sanguineo a la herida interfiere de diferentes
formas con la reparacion de la misma. Este menor aporte puede causar mas necrosis
tisular o disminuir el aporte de anticuerpos, leucocitos y antibidticos en la herida,
con lo que el riesgo de infeccién aumenta. La isquemia reduce el aporte de oxigeno
y nutrientes necesarios para una cicatrizacién adecuada. La isquemia puede a su vez
estar causada por varios factores, entre ellos suturas demasiado apretadas o
colocadas de manera incorrecta, colgajos mal disefiados, excesiva presion externa
sobre la herida, presién interna sobre la misma (ej. Hematoma), hipotension

sistémica, enfermedad vascular periférica y anemia.

Tension. La tensién sobre la herida es otro factor que puede dificultar su
cicatrizacidn. En este caso, la tension se refiere a cualquier situacién que tienda a
separar los margenes de las heridas. Si las suturas se utilizan para aproximar los
tejidos por traccidn, el tejido comprendido entre las suturas serd estrangulado y se
producird isquemia. Si las suturas se retiran demasiado pronto, es probable que se
reabra la herida bajo tensidn y que cicatrice con una formacidn excesiva de tejido
cicatricial y contraccidn de la herida. Si las suturas se dejan demasiado tiempo con
el fin de vencer la tension de la herida, ésta todavia tenderd a abrirse durante la
fase de remodelacion y, ademas, se epitelizara el trayecto de las suturas a través

del epitelio, lo que dejara marcas permanentes y desfigurantes (Hupp, 2014).

1.3.3 INFLAMACION

La definicién de la inflamacidn seria como la reaccién del tejido vivo vascularizado
a una agresion local. Los invertebrados sin aparato circulatorio, los organismos
unicelulares y los parasitos multicelulares tienen sus respuestas particulares a las
agresiones locales; pero lo que caracteriza al proceso inflamatorio en las formas
bioldgicas superiores es la reaccidn de los vasos sanguineos, que conduce al acimulo de
liquido y células sanguineas (Chao y cols., 2003; Benavides, 2008).

La inflamacién destruye, diluye o aisla el agente lesivo y pone en marcha una serie
de acontecimientos que curan y reconstruyen el tejido lesionado. La reparacion
comienza en las primeras fases de la inflamacion, pero sdélo suele ser completa cuando
la influencia lesiva ha sido neutralizada (Yicel y cols, 2003).
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Los signos caracteristicos de la inflamacion son (Villalba Herrera, 2014; Hupp, 2014):
1) Calor: o aumento local de la temperatura secundario a la
vasodilatacion y aumento de consumo local de oxigeno.

2) Rubor: o enrojecimiento producido por el aumento de irrigacién en la
zona afectada, por incremento del flujo sanguineo.

3) Dolor: provocado por distension de los tejidos y liberacion de
prostaglandinas como mediadores quimicos.

4) Edema: o hinchazén resultante del aumento de la permeabilidad

capilar y consiguiente sufusién de liquido en el tejido intersticial.

A estos signos se le suma un quinto signo clinico, functiolaesa (Virchow, 1821-1902)
que es la pérdida de funcionalidad, resultante de la limitaciéon a la que conduce la

conjugacién de los cuatro signos ya mencionados.

1.3.3.1 AGUDA
La inflamacién aguda tiene una duracién relativamente corta, desde unos minutos
a varias horas o uno o varios dias, y sus principales caracteristicas son la exudacion de
liguido y proteinas plasmaticas (edema) vy la emigracién leucocitaria,
predominantemente, de neutrdéfilos. Independientemente de la naturaleza del agente
agresivo, la inflamacidn aguda es bastante estereotipada (Villalba Herrera, 2014).
Aunque no es facil diferenciar claramente distintos momentos en un proceso

dindmico, podemos distinguir tres fases fundamentales (Chao y cols., 2003):

1. Cambios del flujo y calibre vascular:

Primero se produce una vasoconstriccion transitoria de las arteriolas. El siguiente
y fundamental acontecimiento es la vasodilatacién, que primero afecta a las
arteriolas y luego da lugar a la apertura de nuevos lechos vasculares en la zona. Esto
se sigue de una menor velocidad de la circulacién, consecuencia del incremento de
la permeabilidad de la microvascularizacion.

A medida que se desarrolla la estasis, comienza a observarse el desplazamiento
de los leucocitos, principalmente neutréfilos, hacia el endotelio vascular, proceso

denominado marginacidn leucocitaria. Los leucocitos se adhieren al endotelio,
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primero de forma transitoria, luego mas avidamente; poco después emigran a
través de la pared vascular, hacia el tejido intersticial, proceso denominado

migracion.

2. Cambios de la permeabilidad vascular:

La vasodilatacién y el aumento de la presién hidrostatica pueden dar lugar a
cierto grado de trasudacién. Sin embargo, ésta es enmascarada pronto por el
incremento de la permeabilidad y exudacidon de proteinas plasmaticas, el hecho
caracteristico del edema inflamatorio agudo.

En el edema inflamatorio se produce una pérdida de liquido rico en proteinas
que se escapa a través del endotelio y, por lo tanto, hay una reduccién de la presién
osmética intravascular, acompaiiada de incremento de la presidon osmética en el
liquido intersticial, lo que conduce a una alteracién en el retorno del liquido a la
sangre, en el extremo venoso del capilar. Por consiguiente, existe una marcada

salida de liquido.

3. Participacion celular: exudacion leucocitaria y fagocitosis:

El acimulo de leucocitos (principalmente neutréfilos y monocitos) es el rasgo mas
importante de la reaccion inflamatoria. Los leucocitos engloban y fagocitan las
bacterias, inmunocomplejos, restos celulares necréticos y sus enzimas lisosémicas,
gue contribuyen de otras formas en la respuesta defensiva. El paso de leucocitos
del interior del vaso sanguineo al foco de la lesién se produce por:

- Marginacién:

Conforme se produce la pérdida de velocidad y el estancamiento del flujo, los
leucocitos se separan de la columna central del vaso sanguineo, y se colocan en
contacto con el endotelio. Primero las células ruedan lentamente a lo largo de
las paredes de los capilares y vénulas y, finalmente, se paran en algun punto.

- Adherencia:

Los leucocitos se adhieren en gran numero a la superficie endotelial. En el
incremento de la adhesidn leucocitaria intervienen interacciones especificas
entre moléculas de adherencia complementarias, presentes en las superficies
leucocitarias y endotelial.
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- Emigracion y quimiotaxis:

La emigracion alude al proceso mediante el cual los glébulos blancos méviles
escapan de los vasos hacia los tejidos perivasculares. Todos, neutrdfilos,
eosindfilos, basdfilos y linfocitos, utilizan la misma via. En la mayoria de los casos
de inflamacién aguda predominan los neutrdfilos, en los primeros momentos de
la reaccidn inflamatoria, siendo sustituidos por los monocitos mas tarde. Esto se
explica fundamentalmente debido a: a) los neutrdfilos, de corta vida, se
desintegran y desaparecen en 24-28 horas, en tanto que los monocitos
sobreviven mucho mas tiempo en los tejidos; b) la emigracion de los monocitos
se mantiene mucho después de haber cesado la de los monocitos, y c) los
factores quimiotdcticos para los leucocitos y monocitos son activados en
momentos diferentes de la reaccidn.

- Fagocitosis y degranulacion:

La fagocitosis y la liberacién de enzimas por los neutréfilos y macrofagos
constituyen dos de los principales beneficios derivados del acimulo de los
leucocitos en el foco inflamatorio. En primer lugar, la particula que va a ser
ingerida se adhiere a la superficie del leucocito, un fenédmeno que requiere
alguna forma de reconocimiento por parte del leucocito. El segundo paso es el
englobamiento, con la siguiente formacidn de una vacuola fagocitica. El tercero
es la destruccion y degradacion del material ingerido.

- Liberacidén extracelular de los productos leucocitarios:

Las alteraciones que se producen en las membranas de los neutrdfilos y
monocitos, tras la unidn receptor-ligando durante la quimiotaxis y fagocitosis,
dan lugar a la secrecion de productos no sélo dentro del fagolisosoma, sino
también al espacio extracelular. Las mas importantes son: a) enzimas
lisosdmicas; b) metabolitos activos derivados del oxigeno; y c) productos del
metabolismo del dcido araquiddnico, incluyendo prostaglandinas y leucotrienos.
Estos productos son poderosos mediadores de los efectos celulares y vasculares
de la inflamacién y lesidén tisular, y amplifican los efectos del estimulo

inflamatorio inicial.
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1.3.3.2 CRONICA
La inflamacién aguda puede seguir una de las siguientes evoluciones (Singer y
McClain, 2003):
A. Resolucién completa: con recuperacion normal de la zona inflamada; ésta es
la evolucion habitual cuando la lesiéon es leve, como en una quemadura

superficial, y cuando ha habido escasa destruccion tisular.

B. Curacién por cicatrizacion: ocurre cuando ha habido una sustancial
destruccion tisular, cuando la inflamacién ha ocurrido en tejidos que no se

regeneran y si ha habido una abundante exudacién de fibrina.

C. Abscesificacion: se produce principalmente en las infecciones por

microorganismos piégenos.

D. Progresidn a lainflamacion crénica: aunque la transicidn entre la inflamacién
aguda y crdnica es a veces dificil de delimitar, la respuesta inflamatoria
crénica tiene algunas caracteristicas particulares que permiten su

descripcién separada.

La inflamacién crénica es un proceso prolongado, existiendo en ese tiempo
destruccion tisular, inflamacion activa y un repetitivo intento de reparacién (Villalba

Herrea, 2014).

Las caracteristicas histoldgicas de la inflamacién crénica son:
1. Infiltracién de células mononucleadas, principalmente macrdéfagos, linfocitos
y células plasmaticas.
2. Proliferacion de fibroblastos y, en muchos casos, de pequefios vasos
sanguineos.
3. Incremento del tejido conjuntivo (fibrosis).

4, Destruccion tisular.

La infiltracién de monocitos y macréfagos es un componente, particularmente,

importante de la inflamacién crdénica. Sin embargo, en la inflamacion aguda de corta
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duracion, si se elimina el agente irritante, los macrofagos terminan desapareciendo
(porque se destruyen o porque pasan a los vasos linfaticos y de alli a los ganglios
linfaticos). Si el agente lesivo no es eliminado, como ocurre en la infeccion tuberculosa,
en algunas reacciones inmunitarias o cuando existe un irritante crénico, el acimulo de
macrofagos puede persistir durante largos periodos de tiempo.

Otros tipos celulares presentes en la inflamacién crénica son los linfocitos, células
plasmaticas, eosindfilos y células cebadas. Aunque los leucocitos polimorfonucleares
suelen ser considerados el rasgo caracteristico de la inflamacion aguda, muchas formas
de inflamacién crénica, que pueden durar varios meses, contindan conteniendo grandes
cantidades de neutrdfilos y forman el pus. En la inflamacion crénica del hueso
(osteomielitis), el exudado neutréfilo puede persistir durante meses.

En definitiva, la inflamacion crénica se resuelve mediante la proliferacion de
fibroblastos y coldgeno, y la reduccién de los vasos; aunque en fases tempranas

podemos encontrar algunos monocitos aislados (Cotran y cols., 2000).

1.4 INGENIERIA TISULAR

1.4.1 CONCEPTO

Los enfoques actuales para el desarrollo de terapias regenerativas han sido
influenciados por nuestra comprensidon en el desarrollo embrionario, la biologia de
células madres (CM) y la tecnologia de la ingenieria tisular.

La premisa bdasica de la ingenieria de tejidos es que la manipulacion controlada del
microambiente extracelular puede conducir al control de la capacidad de las células para
organizarse, crecer, diferenciarse, formar una matriz funcional extracelular y el nuevo
tejido funcional. Tal control es un proceso complejo que requiere sefiales autocrinas,
paracrinas y endocrinas, sefiales de posicidn, interacciones célula-matriz, fuerzas
mecanicas y los contactos célula-célula para mediar en la formacién de la arquitectura
del tejido 3D y su funcién (Morales Navarro, 2014).

La ingenieria tisular o medicina regenerativa es el area cientifico-médica basada en
el uso de células vivas, en la manipulacién del entorno extracelular y en la creacién de
sustitutos bioldgicos, para su posterior implantacidn en el organismo vivo con el objetivo
de reparar o reemplazar la anatomia y funcion de un 6rgano o tejido (Figura 4). Aparecen
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dos pilares bdsicos sobre los cuales se sustenta la ingenieria tisular: el uso de andamiajes
o scaffolds biocompatibles, encargados de proporcionar el medio adecuado para el
desarrollo y diferenciacidn celular Y, por otro lado, el cultivo de poblaciones celulares
aisladas, determinadas por el tipo de tejido a regenerar (Falke y Atala, 2000;
Pokrywczynska y cols., 2014). Sin embargo, este enfoque, depende fuertemente de la
biocompatibilidad del andamio, la propension de expansién de las células autdlogas y
las interacciones entre el andamio y las células sembradas (Parhat y cols., 2006). El uso
de células autdlogas reduce los temores de rechazo inmunitario como cuando se utilizan
fuentes de células alogénicas. El biomaterial ideal para este propdsito debe ser
biocompatible, no inmunogénico y biodegradable. Ademas, debe exhibir los pardmetros
mecanicos (elasticidad y resistencia a la traccién) (Pokrywczynska y cols., 2014).

La ingenieria tisular se nutre y se asienta en los conocimientos histoldgicos y recibe
asimismo aportaciones de otras disciplinas fundamentales que ayudan al logro final del
objetivo propuesto: la construccién de un nuevo tejido vivo y funcional capaz de sustituir

con eficacia terapéutica al tejido original dafiado (Campos, 2004).

Figura 4. Concepto de la ingenieria tisular

(http://enciende.cosce.org/boletin/index.asp?item=111).
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Aungue la investigacion en lo que hoy se denomina ingenieria tisular comenzé
aproximadamente en 1987, desde sus origenes, su desarrollo ha sido espectacular y la
construccion de tejidos para su uso en medicina empieza a configurarse, no solo como
una linea de investigacion fundamental y prioritaria en las universidades y hospitales,
sino también en compaiiias privadas.

La ingenieria tisular se basa principalmente en tres componentes fundamentales

(Figura 5) (Rosales Ibafiez y cols., 2012):

Figura 5. Los componentes principales dispuestos en piramide que se usan para formar nuevo
tejido en el laboratorio.

1.4.2 APLICACIONES TERAPEUTICAS

La comunidad cientifica ha estudiado el desarrollo de drganos y tejidos para casi
todas las partes cuerpo humano. La piel es uno de los drganos que mas interés ha
despertado entre los cientificos, a pesar de que un transplante es complejo debido a su
potente respuesta inmune. Precisamente, un derivado tisular, el TransCyte™ (Advanced
Tissue Sciences, La Jolla, CA, USA), fue el primero en ser aprobado por la FDA (Food and
Drug Administration) como recubrimiento temporal para quemaduras. Posteriormente,
han ido surgiendo nuevos productos que emplean células epidérmicas o incluso
fibroblastos embebidos en matrices tridimensionales para el tratamiento de Ulceras

venosas o diabéticas. Estos ultimos, ademds de secretar de forma natural proteinas de
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la matriz extracelular (como el coldgeno, laminina, etc), son capaces de responder a los
factores reguladores secretados por el huésped durante mdas de 6 meses (Kern y cols.,
2001).

A estas realidades hay que sumar los avances llevados a cabo en el disefio de nuevos
biomateriales que hacen posible la sustitucion del hueso de mandibulas dafadas o
reseccionadas. También se ha presentado una revolucionaria técnica de regeneracién
de tejidos, que llega a reducir a la mitad el tiempo de recuperacién en pacientes con
lesiones musculares tendinosas o fracturas dseas (Orive y cols., 2003).

No obstante, el mayor de los objetivos de la ingenieria tisular es el de crear érganos
completos que puedan posteriormente ser transplantados. Lo que hasta hace unos afios
parecia imposible, hoy se estd convirtiendo en un objetivo a mediano-largo plazo. Uno
de los érganos en investigacién es la vejiga urinaria. En la actualidad, se han logrado
crear vejigas “artificiales” capaces de funcionar en perros durante mdas de 11 meses
(Hubbel, 1999; Oberpenning y cols., 1999).

Por ultimo, la ingenieria tisular también puede ser empleada para disefiar modelos
fisioldgicos in vitro que permitan estudiar la patogénesis de muchas enfermedades e
infecciones viricas con el objeto de desarrollar fdrmacos y terapias moleculares que

prevengan o curen dichas dolencias (Orive y cols., 2003).

1.4.3 REGENERACION DE LA MUCOSA ORAL MEDIANTE INGENIERIA TISULAR

La mucosa es uno de los tejidos mas abundantes, por lo que la pérdida de la misma
a causa de diversos procedimientos quirurgicos, traumatismos u otras situaciones
clinicas, supone un auténtico problema ante la necesidad de obtener una adecuada
cobertura que repare el defecto originado de manera idénea, sin afadir morbilidad al
acto terapéutico. Frente a esta necesidad, las soluciones actuales implican, como en
otros casos, la aplicacion de injertos de diferentes origenes, los cuales han presentado
complicaciones como rechazo, morbilidad de las zonas donantes, mantenimiento de las
caracteristicas originales, presencia y crecimiento de estructuras anexas, diferentes
grados de queratinizacién y, funciones limitadas y antiestéticas. Estas implicaciones
hacen imperativa la generacién de sustitutos bioldgicos, funcionales y, anatémica y

estéticamente similares a los de la zona receptora, a través de la combinacion de células
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y andamios. En este caso en particular, la obtencién de tejido es simple y la proliferacién
de las células es rapida y altamente reproducible.

Varios grupos de investigacion han conseguido la formacion de andamios
tridimensionales de agarosa y fibrina en co-cultivo con fibroblastos y queratinocitos
mediante la técnica aireliquido. Este biocomplejo al ser incubado in vitro presenta una
organizacién histoldgica semejante al tejido nativo y, al ser trasplantado se integra
eficazmente sustituyendo al tejido ausente, reconstituyendo asi el defecto con tejido
funcional de espesor total, con la presencia incluso de vasos sanguineos. La creacién de
mucosa oral in vitro nace como la mejor alternativa para la solucién de esta
problematica, ya que resuelve el rechazo, la cantidad limitada de tejido y abre la

posibilidad de usarla para examenes toxicoldgicos (Rosales Ibafez y cols., 2012).

1.4.4 LOS SISTEMAS DE ADMINISTRACION DE LA INGENIERIA DE TEJIDOS
En construcciones de ingenieria tisular, los sistemas de administracion son una
herramienta importante para proporcionar sefiales bioquimicas y fisicas mediante la
liberacion o la presentacién de moléculas bioactivas en el microambiente, con el
objetivo de orientar la funcion de las células. Tales sistemas pueden ser disenados para
simular la presentacién fisioldgica de sustancias bioactivas o para liberar moléculas
Unicas o multiples. Los medicamentos pueden provenir directamente desde el propio
andamio. Alternativamente, pueden ser disenados por separado y se afiaden a la matriz
de andamio. Los pardametros criticos incluyen (Morales Navarro, 2014):
1. Capacidad de carga del andamio.
2. Patrdon de distribucion de la sustancia bioactiva en el andamio.
3. Afinidad de unidn y cinética de liberacion.

4. Estabilidad y actividad bioldgica de las biomoléculas.

1.4.4.1 CELULAS MADRE
El cuerpo humano posee aproximadamente 100 trillones de células con
aproximadamente 260 fenotipos diferentes, que se asocian en el espacio y en el tiempo,
para formar los tejidos y los érganos. Las células mas préximas a una lesién pueden
restaurar el dafio por el denominado mecanismo de diferenciacidn. Se entiende por este

ultimo, la posibilidad que tiene una célula de diferenciarse, perder sus caracteristicas
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originales y con posterioridad adquirir propiedades nuevas. Por otra parte, las células
que participan en la construccién de un nuevo tejido deben tener capacidad
reproductiva; esto es, células en ciclo celular que no hayan entrado todavia en el proceso
de diferenciacién terminal. Por lo tanto, se trata de células madre capaces de dar origen
a células hijas mas diferenciadas (Figura 6). Aunque no existe acuerdo universal sobre lo
que es exactamente una célula madre, suele aceptarse que son aquellas células que
poseen la capacidad de auto-renovarse sin limite, y que son capaces de originar células
hijas destinadas a la diferenciacién terminal (Rosales lbafiez y cols., 2012).

Los miofibroblastos, células que contiene actina similar a fibroblastos, estan
involucrados en la contraccién y la fibrosis de la cicatrizacién de heridas mediante la
secrecion de matriz extracelular y contracciones celulares. Se ha demostrado que los
miofibroblastos autdlogos tienen potencial superior para facilitar la reparacion de
organos musculares lisos, como el Utero, las arterias, los conductos deferentes, la vejiga
y la uretra. Las células madre derivadas de tejido adiposo son células madre
pluripotentes, por lo que, son ventajosas para el aislamiento, la cosecha y la ampliacién.
También se ha demostrado que los miofibroblastos pueden diferenciarse en multiples

tipos de células maduras, tales como urotelio, osteocitos y lipocitos (Wangy cols., 2017).

Figura 6. Células madre de pulpa dental de terceros molares (Rosales Ibafiez y cols., 2012).
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1.4.4.2 BIOMOLECULAS, INDUCTORES O FACTORES DE CRECIMIENTO

La célula responde al medioambiente extracelular detectando sefiales quimicas o
estimulos fisicos que desencadenan la apropiada respuesta de la misma, mediante la
activacion de distintos mecanismos moleculares y bioldgicos que conducen a la division,
migracion, diferenciacién y mantenimiento del fenotipo o apoptosis. La actividad
coordinada de estos procesos, por parte de las células que forman un tejido, conduce a
la definicién estructural y funcional de un tejido en un momento temporal determinado.

La mayor parte de la informacidon que sobre sefales moleculares se utiliza hoy en
ingenieria tisular procede de estudios realizados con poblaciones aisladas en cultivos,
sobre las que se han aplicado distintos factores solubles. Se trata de los denominados
factores de crecimiento. La participacién de estas substancias en la construccidon de
nuevos tejidos es fundamental, pues contribuyen a su crecimiento y desarrollo al igual
gue ocurre en condiciones ortotipicas. El mecanismo por el cual pueden introducirse en
el nuevo tejido con ciertas garantias, aparte de su inyeccidn por via directa que conduce
a una rapida eliminacidn debido a la corta vida de los mismos, es su incorporacién en los
biomateriales de soporte. Esto permite una exposicidn y liberacion prolongada de dichos
factores, controlable por la tasa de difusién de los mismos o por la degradacion del
polimero (Rosales Ibafiez y cols., 2012).

Algunos estudios han indicado que los miofibroblastos pueden secretar diversos
factores de crecimiento, incluyendo angiopoyetina-1(Ang-1), factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF), factor de crecimiento nervioso (NGF), factor neurotrépico
derivado del cerebro (BDNF), y factores neurotrépicos derivados de células gliales
(GDNF), que podrian promover la angiogénesis y el crecimiento de los axones del nervio
in vitro. En definitiva, los miofibroblastos han sido ampliamente utilizados en la

ingenieria de tejidos para la regeneracion de la vejiga (Wang vy cols., 2017).

1.4.4.3 BIOMATERIALES (ANDAMIOS)
La mayoria de los tejidos y drganos requieren de una estructura tridimensional en
la cual estén inmersas las células. En el caso de los tejidos artificiales, esta estructura
tridimensional o de soporte se denomina matriz extracelular o “scaffold” (Yang y cols.,

2001). Los andamios de matrices extracelulares pueden modular la respuesta
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reconstruyendo el tejido de cicatrizacion de las heridas (Coronay cols., 2014). Los usos
de los productos de matrices extracelulares de origen natural como andamios para la
reconstruccién de tejidos y heridas han sido estudiados tanto en el laboratorio, como
en clinica (Kimmel y cols., 2010).

La ingenieria tisular se encarga de desarrollar biomateriales como una matriz de
soporte extracelular artificial, que reemplace a la natural y provea un espacio
tridimensional, para que las células puedan formar el nuevo tejido con su apropiada
estructura y funcion. La matriz debe proveer las condiciones y el ambiente adecuado
para que pueda ocurrir una adecuada regulacién celular (adhesion, migracién,
proliferaciéon y diferenciacidn), asi como la adecuada entrega de factores bioactivos (de
crecimiento y adhesion) (Fabre, 2010).

La caracteristica en gran medida de la MEC es que conserva su tejido nativo,
estructura 3D y composicidn. Su estructura 3D natural proporciona soporte estructural,
resistencia a la traccidn, sitios de receptores de superficie celular, un reservorio para los
factores de la angiogénesis modulada, la migracién y proliferacién celular, y orientacidn
en la cicatrizacion de heridas (Eweida y Marei, 2015). En la implantacion, el material de
la MEC se degrada rapidamente. La rapida degradacion se piensa que es fundamental
para el proceso de remodelacién del andamio (Kimmel y cols., 2010).

La composicién de la MEC es una mezcla compleja de proteinas estructurales y
funcionales, glicosaminoglicanos, glicoproteinas y pequefias moléculas dispuestas en

una arquitectura tridimensional, especifica y Unica, de tejido cicatricial (Badylak, 2004):

- Colageno

El colageno es la proteina mas abundante en la MEC de los mamiferos. Mas del
90% del peso seco de la MEC, de la mayoria de tejidos y 6rganos, se representa por
colageno. Mas de 20 tipos diferentes de colageno han sido identificados, cada uno
con una funcién bioldgica unica. El colageno de tipo | es la principal proteina
estructural presente en los tejidos y se ubicua dentro de los reinos tanto animal y
vegetal. El coldgeno tipo IV esta presente dentro de la membrana basal de Ila
mayoria de las estructuras vasculares y dentro de los tejidos que contienen células
epiteliales. El colageno tipo Il se encuentra dentro del tejido submucoso de 6rganos
tales como la vejiga urinaria; una ubicacién en los cuales se requieren flexibilidad
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del tejido y el cumplimiento de la funcién apropiada en oposicidon a las propiedades
mas rigidas requeridas de un tenddn o ligamento. El coldgeno tipo VI es una
molécula relativamente pequefia que sirve como una unidad de conexién entre los
glicosaminoglicanos y proteinas estructurales mas grandes tales como colageno
tipo |, proporcionando asi un gel de consistencia similar a la MEC. El colageno tipo
VIl se encuentra dentro de la membrana basal de la epidermis y funciona como unas
fibrillas de anclaje para proteger a los queratinocitos suprayacentes de tensiones de
cizallamiento. Cada tipo de coldgeno es el resultado de los patrones de expresion
de genes que especifican como las células se diferencian vy, tejidos y érganos se
desarrollan y organizan espacialmente. En la naturaleza, el colageno se asocia
intimamente con proteinas glicosiladas, factores de crecimiento y otras proteinas
estructurales tales como elastina y laminina para proporcionar propiedades de

tejido unico.

- Fibronectina

La fibronectina es sélo superada en cantidad de colageno dentro de la MEC. La
fibronectina es una molécula dimérica de 250 000 subunidades MW vy existe tanto
en isoformas de tejido o solubles y posee ligandos para la adhesién de muchos tipos
de células. Las estructuras de submucosa de la MEC, las membranas basales y los
tejidos intersticiales contienen abundante fibronectina. Las caracteristicas celulares
de esta proteina se han convertido en un atractivo sustrato para el cultivo de células
in vitro y para su uso como un revestimiento para materiales de andamiaje

sintéticos para promover la biocompatibilidad.

- Laminina

La laminina es una proteina de adhesidn que se encuentra en la MEC,
especialmente dentro de la membrana basal. Esta proteina juega un papel
importante a principios de desarrollo embrionario. El destacado papel de la
laminina, en la formacidn y mantenimiento de las estructuras vasculares, es
particularmente notable teniendo en cuenta a la MEC como un andamio para la

reconstruccién de tejidos.

Efectos de la aplicacion tépica de matriz acelular de vejiga urinaria de cerdo y extracto
de centella asidtica en la regeneracion de heridas en lengua de rata.

42



INTRODUCCION

- Glicosaminoglicanos

La MEC contiene varias mezclas de glicosaminoglicanos (GAGs) dependiendo de
la ubicacién del tejido de la MEC en el huésped, la edad del huésped y el
microambiente. Los GAGs se unen a los factores de crecimiento y citoquinas v,
promueven a la retencion del agua y contribuyen a las propiedades del gel de la

MEC.

- Factores de crecimiento

Una caracteristica importante de la MEC intacta, que lo distingue de otros
andamios para la reconstruccion de tejidos es su diversidad estructural y funcional
de proteinas. Las moléculas bioactivas, que residen dentro de la MEC y su
distribucién espacial Unica, proporcionan un reservorio de sefiales bioldgicas.
Aunque citoquinas y factores de crecimiento estan presentes dentro de la MEC en
muy pequefas cantidades, actlan como potentes moduladores de
comportamiento de la célula. La lista de factores de crecimiento que se encuentra
dentro de la MEC es extensa e incluye el factor de crecimiento de células
endoteliales vasculares (VEGF), el factor de crecimiento de fibroblastos (FGF), factor
de crecimiento celular epitelial (EGF), factor de crecimiento transformante beta
(TGF-beta), factor de crecimiento de queratinocitos (KGF), factor de crecimiento de
hepatocitos (HGF), factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) y proteina

morfogenética 6sea (BMP), entre otros.

Los andamiajes biolégicos obtenidos de matriz extracelular xenogénica han sido
empleados de manera satisfactoria en estudios animales preclinicos y en aplicaciones
clinicas en humanos; en la reconstruccion de una gran variedad de tejidos musculares
incluyendo esdfago (Badylak, 2004), miocardio, tunica muscular de vasos sanguineos,
pero especialmente musculo esquelético (Agrawal y cols., 2009), ya que presentan una
excelente bioestabilidad “in vivo” (Caves y cols., 2011). Los mecanismos responsables
de la respuesta remodeladora no estan del todo claros (Agrawal y cols., 2009). Se piensa
gue intervienen diferentes procesos de reclutamiento de células pluripotenciales y
diferenciadas (Valentin y cols., 2010), angiogénesis (Xiong y cols., 2015), y neoformacién

de tejido nervioso (Agrawal y cols, 2009).
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Estos andamios, esencialmente, de matrices extracelulares se recuperan de
diversos organos o tejidos después de una descelularizacién apropiada. Los protocolos
de descelularizacién estan disefiados generalmente para eliminar células y desechos,
mientras que preservan la organizacion tridimensional y la ultraestructura de la MEC
(Freytes y cols., 2008). Sin embargo, la eliminacién de todas las células no es practica y
los llamados "andamios acelulares" o "andamios descelularizados" pueden contener
células remanentes (Anilkumar y cols., 2014). La MEC descelularizada resultante es
generalmente caracterizada por una lamina bidimensional con capacidad limitada para
adaptarse a las formas y tamafios tridimensionales irregulares. Por lo tanto, la utilidad
clinica de un andamio bioldgico de MEC se limita a la administracién tépica o para
procedimientos quirdrgicos invasivos que pueden alojar variaciones de las formas de la
[dmina bidimensional (Freytes y cols., 2008).

Recientemente, ha habido un creciente interés en usar matrices acelulares
derivadas naturalmente de tejidos. Estas matrices acelulares ofrecen ventajas de
reconocimiento biolégico (es decir, inmunogenicidad reducida), estructuras
estructurales incorporadas y similitudes bioquimicas con el tejido diana. También
cumplen el requisito de la reabsorcion del andamio para acomodar el crecimiento del
tejido. Las propiedades del andamio pueden ser optimizadas con manipulacién adicional

(Chengy cols., 2010).

Podemos resumir que los biomateriales deben satisfacer los requisitos de disefio
siguientes (Morales Navarro, 2014):

1) Biocompatibilidad.

2) Conductividad para la fijacion y proliferacion de células comprometidas o sus

progenitores y la produccién de una nueva MEC.

3) Capacidad para incorporar factores inductivos para dirigir y mejorar el

crecimiento de nuevo tejido.

4) Apoyo del crecimiento vascular para la oxigenacién y el transporte de

biomoléculas.

5) Integridad mecanica para soportar las cargas en la zona del implante.

6) Controladay predecible velocidad de degradacion no téxica.
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7) Procesamiento sencillo y rentable en formas irregulares 3D de tamanio suficiente

para llenar defectos clinicamente relevantes.

1.5 MATRIZ ACELULAR DE LA VEJIGA URINARIA (MAVU) PORCINA

La MAVU es un excelente andamiaje para la regeneracidon o reparacion tisular,
ademas de proporcionar un fuerte soporte estructural (Abu Saleh y cols., 2016), segun
representa la literatura, se trataria de la Matriz Acelular de Vejiga Urinaria (Parhat y
cols., 2006; Rosario y cols., 2008). Como posee la misma composicién que la MEC se ha
demostrado en modelos animales para inducir el crecimiento de las células
uroepiteliales enddgenas, células musculares lisas, células endoteliales y tejidos
nerviosos en el armazdn del parénquima adyacente y, en parte, mejorar la funcién de la
vejiga después de la cistoplastia (Coutu y cols., 2014). La matriz acelular de vejiga
urinaria desde fuentes alogénicas, cadavéricas y xenogénicas se usa como material de
andamiaje acelular rico en colageno, debido a la eliminacién de la mayor parte de
proteinas antigénicas, exhibiendo una buena compatibilidad (Zhen y cols., 2016) para la
reconstruccién de tejido de laringe dafiado, para la reconstruccién de tejido del eséfago,
y como un parche de miocardio con resultados prometedores (Mancuso y cols., 2016).
Ademas, el injerto de MAVU esta comercialmente disponible para su uso en ginecologia.
En este campo, los injertos han sido utilizados para la construccion de una neovagina en
pacientes con hipogénesis congénita y para el reemplazo de la piel vaginal en pacientes
con complicaciones graves (Ansari y Karram, 2017). En medicina veterinaria, el uso de
este xenoinjerto se ha descrito en la cirugia de reconstruccién de cérnea y en el manejo
quirargico de un melanoma de gato (Balland y cols., 2016).

Histdricamente, la matriz acelular de vejiga urinaria porcina fue utilizada para la
reconstrucciéon de traumatismos, quemaduras y heridas de combate, para volver a crear
musculo esquelético y dermis. Los beneficios de su uso incluyen una recuperacién
acelerada, una regeneracion de las capas de tejido y una remodelacion vascular y neural.
Ademas, el uso de la MAVU en la reconstruccion de heridas por traumas y quemaduras
puede resultar con la formacion de una menor cicatriz (Ansari y Karram, 2017).

La MAVU se ha utilizado clinicamente para el refuerzo quirdrgico de los tejidos

blandos, esto es debido a las espléndidas propiedades que ofrece: su caracter acelular
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evita cualquier tipo de respuesta inmunitaria de rechazo del injerto por parte del
organismo receptor, adecuada estabilidad dimensional, resistencia mecanica (Kim y
cols., 2003), una mejor absorcion de agua, propiedades de anti-biodegradacion,
actividad antimicrobiana y de células madre, propiedades de fijacion (Liu y cols., 2012),
biocompatibilidad (Eberli y cols., 2011), la presencia de diversas moléculas como
proteinas de adhesién celular (colageno, 4dcido hialurénico, proteoglicanos,
glucosaminoglucanos, elastina y fibrina) y un gran nimero de factores de crecimiento y
de enzimas. Estas caracteristicas hacen de la MAVU un andamiaje de soporte celular que
aceleray favorece la regeneracion de defectos tisulares (Kimy cols., 2003), por las cuales

el andamio ha sido aprobado por la FDA (Auroray cols., 2015).

1.5.1 PREPARACION DE LA MAVU

La preparacién de la MAVU se describié por primera vez en 1975. Comunmente
involucra una combinacién de métodos fisicos para delaminar las capas, seguido de
métodos quimicos y enzimaticos para eliminar las células. Es bien sabido que las
propiedades intrinsecas de cualquier biomaterial pueden ser significativamente
alteradas por métodos para descelularizar y esterilizar el material. Actualmente, las
variaciones comunes para producir MAVU incluyen: la delaminacidn del tejido, los tipos
de detergentes utilizados para la eliminacién de células y métodos de esterilizacidon
terminal. Un Optimo protocolo de descelularizacion elimina completamente las
proteinas que inducen el rechazo inmunitario, mientras que conservan la actividad
biolégica deseada de los componentes de la MAVU. La técnica utilizada para la
descelularizaciéon de la MAVU puede influir mucho en las propiedades del andamio. La
direccidén de la eliminacién de tejido, la regidn de la vejiga cosechada, el espesor del
biomaterial de partida y si la vejiga esta distendida son factores que también podrian
afectar a las propiedades del andamio.

La mayoria de los estudios prefieren la delaminacion mecanica de los tejidos de la
vejiga con eliminacién de las capas musculares y serosas, antes de procedimientos
guimicos y enzimaticos. Las técnicas de descelularizacién a menudo involucran a
agentes enzimaticos y quimicos tales como acido sddico, liquidos hipoténicos,
desoxicolato sédico, dodecil sulfato sédico (SDS), Tritén X - 100 + hidréxido de amonio y

ARNasa / ADNasa. Las matrices que mantienen una cierta cantidad de celularidad
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pueden presentar componentes inmunogénicos al destinatario. Sin embargo, muchas
descelularizaciones que pretenden limitar la inmunogenicidad de la matriz no siempre

son totalmente exitosas (Song y cols., 2014).

1.5.2 ESTRUCTURA, POROSIDAD Y PROPIEDADES INTRINSECAS DE LA MAVU

Estructura de la MAVU

Las técnicas de preparacion de la matriz acelular de vejiga, que se realizan para
afectar a la estructura de la MEC, se construyen a partir de coldgeno, elastina,
fibronectina, laminina, GAGs y factores de crecimiento. No sélo el tratamiento quimico
y enzimatico, sino también los procedimientos mecdanicos pueden influir en la estructura
de la MAVU. Los estudios que comparan la estructura de la MAVU de rata, porcina y
humana revelan que la composicién de la MAVU es en gran medida comparable entre
las especies. Sin embargo, hay diferencias entre los tipos de elastina y fibras de coldgeno
y su abundancia entre las especies. Las MAVUs porcinas y de seres humanos tienen mds
fibras eldsticas que las MAVUs de ratas. El coldgeno tipo | es el componente principal de
las MAVUs de ratas. Por el contrario, el colageno tipo Il es abundante en las MAVUs
porcinas y humanas. Se confirma la presencia de colageno tipo |, II, lll, y IV, con
predominio de coldgeno tipo | y colageno tipo lll. La presencia de elastina, laminina y
fibronectina fue también confirmada con una pequefia cantidad de laminina y reduccidn
de fibronectina después de la descelularizacidn de la vejiga urinaria. La preservacién del
contenido adecuado de la laminina es importante debido al hecho de que estimula la
union celular al colageno tipo IV y la diferenciacién de células endoteliales. Por otro lado,
la presencia de fibronectina en la estructura de la MAVU es critica para la repoblacién y
la proliferacién celular. Debido a los tipos de colageno, la elastina, la fibronectina y la
laminina mencionados fue sostenida la estructura de la MAVU como un biomaterial
ideal para la regeneracion tisular (Pokrywczynska y cols., 2015).

Bajo el microscopio electrénico de barrido, la preparacion de la MAVU es una
estructura reticular con espacio irregular disperso (Li y cols., 2016). Presenta una
estructura con dos caras. La cara superior representa a las membranas basales y tiene
una matriz acelular densa que sirve como una barrera entre el epitelio y los otros tejidos.

La otra cara representa a la lamina propia (una matriz de colageno acelular mas abierta)
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que proporciona laintegracion de los tejidos conjuntivos en el lecho de la herida (Balland

y cols., 2016).

Porosidad de la MAVU

La porosidad es también afectada por los métodos de descelularizacion. Este
parametro también deberia reflejarse en el caso del diseifo de la MAVU, debido al hecho
de que una matriz de poro demasiado grande no proporcionaria un entorno adecuado
para la fijacion celular, a consecuencia de la reduccion de la superficie y la densidad de
ligandos. Una MAVU sin liofilizar es permeable al agua incluso a baja presion, mientras
que una MAVU liofilizada tiene una impermeabilidad superior incluso después de la
rehidratacion. A consecuencia de esto, se confirma que la liofilizacién causa el
aflojamiento de la estructura de la MAVU. Ademas, se comprobé que la porosidad de la
MAVU puede ser modificada mediante la incorporacion de moléculas de acido
hialurénico, que conducen a la disminucién de la porosidad (Pokrywczynska y cols.,
2015). Por ejemplo, en las reconstrucciones vesicales el acido hialurénico, molécula
biodegradable que puede actuar como un portador de moléculas bioactivas y factores
de crecimiento demostrando un potencial significativo en el desarrollo del tejido de
ingenieria, protege al andamio de los efectos téxicos de la orina, previene la fibrosis y

mejora la repoblacion central de células de injerto (Cheng y cols., 2010).

Propiedades de la MAVU

Aunque el andamio de MAVU es mas delgado después de la descelularizacion, la
arquitectura basica se sigue manteniendo, incluyendo colageno, fibronectina, elastina,
GAGs y factores de crecimiento. Las fibras de colageno forman la porcion principal de la
MAVU comparado con el tejido normal de la vejiga. El contenido y la relacién del
colageno es un factor critico decisivo en las propiedades mecanicas de la MAVU. Se
determind que estaba compuesto principalmente de colageno tipo | y tipo lll. Dado que
la proporcién de colageno tipo | y tipo Il no se altera durante el proceso de injertado de
la MAVU, presumiblemente conserva propiedades mecdanicas similares a la vejiga
normal (Song y cols., 2014).

Se informd que las propiedades mecanicas de las MAVUs eran similares para la
MAVU porcina y humana, pero significativamente mayores para la MAVU de rata,
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debido a la gran cantidad de coldgeno tipo | presente en ésta y al menor contenido de
fibras eldsticas presente en la MAVU porcina y humana. Curiosamente, el mddulo
eldstico preparado para la MAVU porcina fue tres veces mayor que el nativo. Se
determina que las propiedades mecanicas de MAVU porcina, después de diferentes
técnicas de descelularizacién, fueron probadas para tener impacto directo sobre las
caracteristicas mecanicas de la MAVU: liofilizacion, esterilizaciéon y almacenamiento
(hasta 12 meses), lo que indica que los mecanismos estructurales y cambios de fuerza
pueden observarse en caso de almacenamiento a largo plazo (Pokrywczynska y cols.,
2015).

Ademas, la MAVU parece poseer propiedades antibacterianas contra bacterias
Gram-positivas y Gram-negativas, que pueden estar relacionadas con algunos péptidos
de bajo peso molecular dentro de la MAVU. Se observd que las superficies de MAVU
tienen menores tasas de adherencia de Staphylococcus aureus y Escherichia coli, lo que

sugiere que MAVU puede contener actividad antibacteriana. (Song vy cols., 2014).

En definitiva, este biomaterial satisface los requisitos de la medicina regenerativa:
es acelular para reducir la respuesta inmune y se reabsorbe progresivamente para

conferir resistencia mecanica al tejido regenerado (Balland y cols., 2016).

1.5.3 FACTORES DE CRECIMIENTO Y ANGIOGENESIS DE LA MAVU

Hay dos enfoques respecto al uso de factores de crecimiento en los biomateriales.
El primer enfoque se relaciona con sus caracteristicas enddgenas, cuyo origen en
cuestidn son los factores de crecimiento que permanecen incluso después del protocolo
de descelularizaciéon. El segundo se relaciona con la incorporacion de factores de
crecimiento exdgenos en forma de proteinas o células de genes modificados que
expresan factores de crecimiento. El uso de factores de crecimiento es discutible, debido
al hecho que no se puede concluir exactamente si son distribuidos uniformemente en la
estructura de la MAVU vy si la dosis es la adecuada. Ademas, asi como la estructura de la
MAVU puede ser modificada, la actividad de algunos factores de crecimiento enddgenos
puede ser bloqueada por los protocolos de descelularizacidn (cambios fisicos como: la
baja temperatura y procesos de liofilizacion y / o tratamientos quimicos y enzimaticos).
Algunos de los factores incorporados en la MAVU son: el factor de crecimiento de
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fibroblastos basico (bFGF), el HGF, el PDGF, el factor de crecimiento de insulina 1 (IGF-
1), factor de crecimiento similar al factor crecimiento epidérmico de unién a heparina
(HB - EGF) y VEGF. Los resultados confirmaron que la liberacién sostenida se preservo
de la siguiente manera: bFGF> HGF> PDGF. Se da lugar al aumento de la
neovascularizacion y del contenido de musculos lisos, especialmente en los primeros
periodos después del injerto de la MAVU. Este hecho confirma que los factores de
crecimiento incorporados en la estructura de la MAVU representan una mejora en su

funcionalidad (Pokrywczynska y cols., 2015).

Respecto a la angiogénesis, los tejidos de espesor superior a 0,8 mm requieren una
vascularizacién en orden de suministro de todos los componentes celulares con oxigeno
y nutrientes. La generacidén temprana y rapida de una red vascular es imprescindible
para mantener la viabilidad de los tejidos y la supervivencia a largo plazo. Una de las
estrategias para abordar esta cuestion es el uso de factores de crecimiento angiogénicos
incorporados en la MAVU. Para el éxito de la aplicacién de factores de crecimiento
angiogénicos exdgenos se requiere un sistema de administracion efectivo, de lo
contrario, la actividad de estas proteinas no persistird in vivo (Song y cols., 2014). Se
demostré que la MAVU funciona como una plataforma para la liberacidn sostenida de
bFGF aplicado exdgenamente, un factor de crecimiento que promueve la angiogénesis
y la proliferacion de las células mesenquimales (Kanematsu y cols., 2003). Los factores
de crecimiento angiogénicos tales como el VEGF y el NGF mejoran la regeneracién del
musculo liso y la vascularizacién de la MAVU. Dichos factores exhibieron un patrén de
liberacion sostenida de acuerdo con la biodegradacién de la MAVU después de la
implantacién, promoviendo la proliferacién celular del parénquima del huésped, la

migracion y la angiogénesis del tejido (Zhou y cols., 2013).

1.6 ORABASE’®

Orabase® es una de las bases bioadhesivas mas eficaces que se ha utilizado para el
alivio del dolor en la estomatitis aftosa oral (Labib y Aldawsari, 2015; Bascones Martinez
y cols., 2005). Forma una pelicula protectora sobre la lesién con reparaciones en
periodos de 15 y 21 dias. Se utiliza como vehiculo adhesivo protector usado
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especialmente para aplicar topicamente los principios activos prescritos en la mucosa
oral; se adhiere a dicha mucosa por periodos de tiempo que varian de 15 minutos a 2
horas, dependiendo del grado de movilidad de los tejidos orales, de la acciéon salivar,
etc. Ademds de una accién protectora (en ocasiones se aplica sélo) de la mucosa oral,
permite una liberacidn lenta del principio activo con un mayor tiempo de contacto sobre
la lesion y una menor dosis total a aplicar (Kovalik y cols., 2014). Su pH neutro
probablemente asegura su aplicabilidad y biocompatibilidad en la cavidad oral con una
minima irritacién posible. Ademas, el aumento general de la viscosidad del
mucoadhesivo preparado ayudard a su bioretencién en la cavidad oral (Labib y

Aldawsari, 2015).

Orabase® se trata de un excipiente adhesivo comercializado, cuya composicion se
corresponde con una mezcla de carboximetilcelulosa sddica, pectina, gelatina en polvo
soluble y plastibase® (Plastibase’ es una mezcla de parafina liquida y polietileno en
distintas proporciones. Se obtiene por fusién a elevadas temperaturas y un rdpido

enfriamiento posterior (Colegio de farmacéuticos de Madrid, 2007).

Las férmulas con orabase pueden contener uno o varios principios activos de los
siguientes ejemplos de grupos terapéuticos: antibidtico (Gentamicina), antifungico
(Nistatina y Ketoconazol), antivirico (Aciclovir), corticoide (Triamcinolona aceténido y
propionato de clobetasol), anestésico local (Lidocaina), retinoides (Tretinoina (ac. trans-

retindico) y Isotretinoina (ac. 13-cis-retindico)), antimitdtico (5-Fluoruracilo), etc.

Orabase puede emplearse sélo, buscando Unicamente la propiedad protectora,
aungue es mas frecuente la presencia de diversos principios activos que van liberandose
paulatinamente durante el tiempo de aplicacién. La incorporacién de estas sustancias
se realiza generalmente mezclandolas en un mortero con un poco de vaselina u otra
grasa liquida y afiadiendo posteriormente la orabase. Nunca debe usarse el agua ni
ningun excipiente hidromiscible porque favorece la disolucién en la saliva. Ademas, para
los principios activos que necesiten antioxidantes (retinoides, ketoconazol, etc.) el mas

conveniente para la mucosa oral es la vitamina E (en forma liquida) al 0,5%.

Todas las féormulas con orabase (a excepcién de las que incorporan urea) se

elaboran de igual manera (Colegio de farmacéuticos de Sevilla, 2007):
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1. Se ponen los principios activos prescritos en un mortero (en caso de llevar
retindico, por su labilidad, se incorpora en el Gltimo momento posible).

2. Enunvaso de precipitado poner la orabase (mezclada con la vitamina E si la
formula requiere antioxidante).

3. Afadir al mortero un poco de orabase para hacer pasta homogénea y luego
incorporar poco a poco el resto de excipiente trabajando hasta su total

homogeneizacion.

Algunos ejemplos de combinacién de férmulas con orabase que contienen
principios activos se han estudiado. Karasneh y cols; 2016 presenté un protocolo
modificado para pacientes con lesiones de osteonecrosis de la mandibula relacionada
con la medicacion, usando minociclina en orabase. Se presentan resultados favorables
en términos de control del dolor, infeccién y menos dependencia en el cuidado en el
hogar. En otro estudio se ha demostrado la eficacia del acetonido de fluocinolona en
orabase, en el tratamiento del liquen plano oral, con una mejoria clinica sin efectos
secundarios graves (Youngnak Piboonratanakit y cols., 2009). Y también, la aplicacién de
ketoconazol tépico al 2% en pomada de orabase puede emplearse para el tratamiento
de la estomatitis producida por dentaduras postizas, comparable con el comprimido de

ketoconazol (Khozeimeh y cols., 2010).

La forma farmacéutica de este excipiente es una pasta que se administra
tépicamente. Para una correcta administraciéon se debe aplicar preferentemente al
acostarse, asi se facilita la accién del producto durante la noche. En caso de mas de una
aplicacién diaria (2 6 3) es preferible que se haga después de las comidas. Al intentar
extender suavemente (sin frotar) puede producir la sensacién de formacién de granulos,
de arenisca y de pérdida de continuidad. Tras la aplicacidén correcta aparece una pelicula

suave y resbaladiza.

La incidencia de efectos adversos aumenta cuando se aplica en zonas extensas.
Pueden aparecer efectos locales como dermatosis, quemazén cutdnea, prurito,
sequedad y atrofia de la piel (Colegio de farmacéuticos de Madrid, 2007). Sin embargo,

orabase no es toxica, ni dafa el tejido con el que esta en contacto (Kovalik y cols., 2014).
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1.7 EXTRACTO DE CENTELLA ASIATICA (ECA)

1.7.1 DESCRIPCION

Centella asiadtica (CA) es una enredadera herbdcea perenne perteneciente a la
familia Apiaceae (Umbelliferae) que se encuentra en toda la India (Figura 7). Crece en
zonas pantanosas, en lugares hiumedos hasta una altitud de 1.800 m. Se encuentra en la
mayoria de los paises tropicales y subtropicales, incluyendo partes de la India, Pakistan,
Sri Lanka, Madagascar y Sudafrica y el Sur del Pacifico y Europa del Este. Cerca de 20
especies relacionadas con CA crecen en la mayoria de las partes del trépico o dreas
pantropicales humedas como los arrozales, y también en las elevaciones rocosas
superiores. Es una planta insipida e inodora que se desarrolla alrededor del agua, de
aproximadamente 20 cm de altura. Tiene pequefas hojas verdes en forma de abanico

con flores rosadas o blancas y llevan un fruto évalo pequefio liso.

Figura 7: Planta de Centella asiatica (Gohil y cols., 2010).

Toda la planta se utiliza para fines medicinales (Alonso, 2009; Gohil y cols., 2010;
Tassanawat y cols., 2013; Ermertcan y cols., 2008; Sharma y Sharma, 2002; Kim y cols.,
2011). Sus usos tradicionales dependen de la region geografica. Es ampliamente
utilizada como un purificador de la sangre, asi como para tratar la presion arterial alta,
mejorar la memoria y promover la longevidad (Gohil y cols., 2010). Tienen multiples
aplicaciones terapéuticas especialmente en neuroproteccién (la administracion oral de
un extracto estandarizado de CA, es decir el ECa233, demostrd efectos neuroldgicos

positivos (Wanakhachorkrai y cols., 2013; Anukunwithaya y cols., 2017; Gray y cols.,

Efectos de la aplicacion topica de matriz acelular de vejiga urinaria de cerdo y extracto
de centella asidtica en la regeneracion de heridas en lengua de rata.

53



INTRODUCCION

2017)) y en cicatrizacién de heridas (Kwon y cols., 2014); asi como agente terapéutico
en los distintos procesos de la cicatrizacién de heridas, tales como la coagulacién,
inflamacidn, migracion celular y proliferacion, e interviene en la formacién y en la
remodelacién de cicatrices (Tassanawat y cols., 2013). Tiene utilidad como: anti-
oxidante, anti-microbiana, anti-fertilidad (Kim y cols., 2011), agente contra el cancer
(Tassanawat y cols., 2013; Naidoo y cols., 2017), leucorrea, enfermedades renales,
uretritis, aterosclerosis, funcién cardio-protectora (Ermertcan y cols., 2008; Sharma y
Sharma, 2002), potencial para ser utilizada como regulador de lipidos (Zhao y cols.,
2014) y con actividad hipoglucémica (Kabir y cols., 2014). También se afirma que es util
en el tratamiento del asma, tuberculosis, lepra, Ulcera géstrica, queloides (Ermertcan y
cols., 2008; Sharma y Sharma, 2002) y psoriasis (Kwon y cols., 2014). Debido a su
capacidad para estimular la sintesis de coldgeno se ha utilizado en cosméticos para el
cuidado de la piel, restaurando la firmeza, la elasticidad y mejorando la apariencia de la
piel (Sawatdee y cols., 2016). Ademas, en un estudio se obtienen colorantes verdes
naturales para las comidas a partir de hojas de CA, a través de métodos fisicos y quimicos
(Ngamwonglumlert y cols., 2017). Sin embargo, el denominador comun de uso

tradicional en todos los paises es el tratamiento de afecciones cutaneas (Tabla 3).

La OMS indica el uso de preparados con CA en heridas, qguemaduras y enfermedades
ulcerosas de la piel, asi como para la prevencidn de queloides y cicatrices hipertroficas.
Ademas, cita para esta planta 68 nombres vernaculos y tres sinénimos: Centella coridcea
Nannfd., Hydrocotyle asiatica L., Hydrocotyle lunata Lam. y Trisan-thus cochinchinensis
Lour. En India se le llama gotu kola; en Reino Unido, Indian pennywort; en francia,
Hydrocotyle y en algunas regiones de habla hispana «oreja de ratén», aunque esta
denominacién puede inducir a error, ya que también se conocen como oreja de ratén

otras especies vegetales como la Salvinia auriculata (Alonso, 2009).
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Tabla 3. Indicaciones en funcion del nivel de afectacion del tejido cutaneo (Alonso, 2009).

ACCION CICATRIZANTE Y ACCION REPARADORA Y
REGENERADORA DEL TEJIDO RENOVADORA DE LA PIEL

CUTANEO
Heridas Agresiones/irritaciones
Quemaduras Quemaduras solares
Ulceras Peelings quimicos/laser
Heridas posquirirgicas Tatuajes/Posdepilacién/afeitado

1.7.2 RECUERDO HISTORICO

La medicina tradicional hindu (Ayurveda) utiliza esta planta con el nombre de
brahmi desde hace mas de 3.000 anos (Alonso, 2009) y se encuentra ya descrita en un
historico texto indio llamado “Sushruta Samhita" (Gohil y cols., 2010).

A CA se la llamd «hierba del tigre» porque, segun la leyenda, el famoso tigre de
Bengala cura sus heridas revolcandose sobre esta planta y lamiéndolas con la saliva
impregnada de su jugo. La evidencia cientifica de su uso tradicional contra la lepra fue
notificada por primera vez por el Dr. Boileau en 1852. Este médico, que residia y
trabajaba en la India, habia contraido hacia algunos afios una forma de lepra y decidid
experimentar en si mismo con CA. El resultado fue su recuperacion. Esta experiencia fue
publicada y a partir de este momento, entre 1853 y 1855, se realizaron diversos estudios
en India, Francia y Espafa, algunos de los cuales fueron publicados en revis- tas de
prestigio de la época (Lépine MJ. Pharm Jour. 1953 y 1954. Christy, New Comercial
Plants, 1885, p. 58). La planta fue incluida en la Materia Médica India, aunque aun no se
conocia su composicién quimica ni cuales eran los principios activos a los que cabia
atribuir su actividad. En 1884, se registré por primera vez en el Cédex Francés. En 1944
Boiteau, aislé el asiaticdsido y entre 1947 y 1949 se realizaron importantes estudios
farmacoldgicos. Entre 1953 y 1961 J. Polonsky estudié y publicé la estructura del
asiaticésido. En 1958 Ratsimamanga y Boely demostraron su accién venotdnica. En 1969
H. Pinhas publica la estructura del madecasdsido y en 2003 se aisla e identifica el

terminolésido (Laboratoires Roche Nicholas, Division Serdex, Saint Ouen, Francia).
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Actualmente, la CA se haya inscrita en las principales farmacopeas, incluyendo la Real

farmacopea Espaiola (RFE) (Alonso, 2009).

1.7.3 COMPOSICION QUIMICA Y PRINCIPIOS ACTIVOS

La CA crece de forma silvestre y para desarrollar su maximo potencial en moléculas
quimicas activas necesita de un cierto estrés ambiental, que determina que tenga un
contenido significativo de triterpenos y sintetice diversas sustancias que utilizara como
defensas naturales para protegerse de pardsitos, hongos, etc. Esta variacion en su
composicion quimica influird en sus propiedades terapéuticas, que pueden variar

dependiendo de la zona geografica donde se desarrolle (Alonso, 2009).

Han sido investigados diferentes extractos de CA (Tabla 4). Los constituyentes mas
importantes aislados en CA son principalmente saponinas triterpenoides pentaciclicas
de tipo ursano y oleanano (hasta 8%), también conocidas como centelloides. Entre los
diversos productos quimicos, los mas importantes debido a su actividad dermatoldgica
y farmacoldgica (Ratz-Lyko y cols., 2016) son asiaticdsido (AS), madecasosido (MA),
acido asiatico y acido madecasico (Figura 5) (Bylka y cols., 2014; An y cols., 2012;
Somboonwong y cols., 2012; Shukla y cols., 1999; Ratz-Lyko y cols., 2016). Se determina
gue la composicién del contenido de los triterpenos pentaciclicos en los extractos de CA
varia segun el lugar de cultivo y los periodos de cosecha (Puttarak y Panichayupakaranat,
2012).

A diferencia de otros extractos estandarizados de CA, el ECa233 es un extracto
natural de CA que se prepara para contener al menos el 80% de madecassoside y
asiaticoside, los principales componentes fitoquimicos naturales de esta planta. En un
estudio en ratas se demostré que ECa233 contiene madecassoside en un 53,1% y

asiaticoside en un 32,3% (Anukunwithaya y cols., 2017).
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Tabla 4. Extractos investigados de CA (Bylka y cols., 2014).

EXTRACTO
TECA

TTFCA

TTFC

CATFF
ETCA

COMPOSICION DEL EXTRACTO
A.asiatico (30%), a.madecdsico (29-30%), AS
(40%).

A.asidtico (30%), a.madecdsico (30%), AS (40%).
A.asidtico y d.madecasico (60%), AS (40%).

Indefinido.

Indefinido.

Figura 8. Estructura quimica de los principales compuestos activos de triterpenos de tipo ursano de

Centella asiatica (Sawatdee y cols., 2016).

Asiatic Acid: R =H, Ry = OH

Madecassic Acid : R = 0OH, R; = OH

Asiaticoside : R =H, R{ = O-Glu(6-1)-Glu{4-1)>Rham
Madecassoside : R = OH, R; = O-Glu(6-1)-Glu{4-1)-Rham
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El extracto TECA podria inactivar los macréfagos en la piel, lo que conduce a una

menor inflamacidn de la piel y respuestas atépicas (Park y cols., 2017).

CA también contiene otros componentes, incluyendo:
- Otras saponinas: centellésido, brahmdésido, brahmindsido vy las
centellosaponinas B, Cy D.
- Flavonoides: kampferol, quercetina, 3-glucosil-quercetina, 3-glucosil-
kampferol.
- Acidos grasos: linoleico, lignocérico, linolénico, oléico, palmitico, elaidico y

estearico.

Ademas, contiene abundantes taninos (20-25%), aceite esencial (0,1%, con
betacariofileno, transbetafarneseno y germacreno D), fitosteroles (campesterol,
sitoesterol, estigmaesterol), mucilagos, resina, aminoacidos libres (alanina, serina,
aminobutirato, aspartato, glutamato, lisina y treonina), un alcaloide (hidrocotilina) y un

principio amargo (vallerina) (Alonso, 2009; Ratz-Lyko y cols., 2016).

Entre los componentes principales de C. asidtica, AS y MA poseen diversas
actividades bioldgicas incluyendo: la curacién de heridas, la proteccién contra el infarto,
propiedades antiiflamatorias, antidepresivas, antireumatoides y efectos artriticos
(Tassanawat y cols., 2013). AS se ha identificado como el principal responsable de la
curacion de heridas (Ermertcan y cols., 2008). Promueve la reparacién de los tejidos
mediante el aumento de las tasas de migracion y fijacion inicial de las células de la piel
(Lee y cols., 2012). Promueve la proliferacion de fibroblastos y la sintesis de matriz
extracelular en la cicatrizacién de heridas (Yao y cols., 2015). Estimula la célula de
malpighi, activa la epidermis y la queratinizacion (Nemay cols., 2013). También tiene un
efecto antiproliferativo sobre fibroblastos hipertroéficos, queloides y queratinocitos (Lee
y cols., 2012). Y, ademads se ha observado que aumenta los niveles de antioxidantes, la
produccién de ARNm de procolageno tipo | y lll (Yao y cols., 2015) y la angiogénesis
(Ruszymah y cols., 2012). El efecto de MA en la cicatrizacion de heridas puede implicar
varios mecanismos: actividad antioxidante, sintesis de colageno y angiogénesis. Estos

efectos del AS y MA en la cicatrizacion de heridas estan asociados con la reduccién de la
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activacion de los macroéfagos y la produccion de IL-1 (Park y cols., 2017). El acido asiatico
posee propiedades antioxidantes, antiinflamatorias y neuroprotectoras (Yao y cols.,
2015), y es un compuesto eficaz que puede usarse como agente terapéutico para reducir
las afecciones fibréticas (Adtani y cols., 2017). En definitiva, se ha demostrado que el
acido asiatico y el acido madecasico poseen una mayor actividad anti-inflamatoria que
AS, mientras que AS y MA poseen una buena cicatrizacién de heridas (Puttarak y

Panichayupakaranat, 2012).

1.7.4 ACCIONES FARMACOLOGICAS
Segun la Monografia de la OMS, la actividad farmacolégica de la CA (Tabla 5) puede
deberse a la accidén sinérgica de varios de sus componentes, especialmente los

compuestos triterpénicos (Alonso, 2009).

CA presenta una multiplicidad de acciones asociadas a seis mecanismos
importantes (Chaushu y cols., 2015):

1. Edema y control de filtracidn capilar.

2. Fuerte poder antioxidante, eficaz sobre varias formas de estrés oxidativo
asociado a la inflamacién o infecciones.

3. Accién antiinflamatoria.

4. Modulacién de la produccion de colageno evitando cicatrices mas lentas o mas
rapidas, hipertréficas y queloides.

5. Accion moduladora de los factores de crecimiento locales.

6. Modulacién de la angiogénesis.

Las acciones mas estudiadas de la CA son la cicatrizante, regeneradora, reparadora

y renovadora sobre la piel y las mucosas, asi como la venotdnica (Alonso, 2009).

Accion cicatrizante

Los mecanismos cruciales que implican el proceso de curacién de la herida son:
angiogénesis, formacion de colageno, epitelizacion y contraccién de la herida. Existen
varios factores que promueven la cicatrizacion de heridas que incluyen factores fisicos,
quimicos y también farmacolégicos (Paocharoen, 2010).
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Atendiendo a los principales componentes de la piel, tenemos el colageno tipo |y
[ll, que estan relacionados con el envejecimiento de la piel. De hecho, CA puede
promover un aumento de la fibronectina y la sintesis de colageno de un 20-35% en
fibroblastos de piel. Ademds, CA juega un papel importante en el proceso de anti-
oxidacidon mediante la reduccion de la actividad de especies de oxigeno reactivo (EOR),
y, por lo tanto, evita que el perdxido de hidrégeno (H20;) induzca senescencia (proceso
de envejecimiento celular en que las células pierden la propiedad de proliferacién
continua por divisién y, que se observa en todas las eucariotas (Kim y cols., 2011)) en
fibroblastos dérmicos humanos normales (NHDFs) (An y cols., 2012).

Extractos de CA vy, en particular, sus principales triterpenos y ésteres glucosidicos
mostraron su eficacia en el tratamiento de cicatrices hipertréficas y queloides, y
disminuyeron la fibrosis en las heridas. El mecanismo de accién parece ser doble; por un
lado, aumentan la sintesis de coldgeno y de acidos mucopolisacaridicos y, por otro,
inhiben la fase inflamatoria de cicatrices hipertroficas y queloides.

Se ha propuesto que el AS interfiere en la formacidn de cicatrices por el aumento
de la actividad de miofibroblastos y coldgeno inmaduro. También se ha demostrado su
capacidad inmunomoduladora e inhibidora del proceso inflamatorio que puede
provocar hipertrofia en cicatrices. Ademas, AS ha mostrado producir una aceleracién en
la curacién postquirdrgica de heridas superficiales y ulceras y, en general, de los
procesos cicatriciales. In vitro, activa las células de Malpighi en epidermis porcina
(Alonso, 2009).

De forma que la migracidn, la adhesién y la proliferacidn son vitales en la reparacién
de heridas, AS aumenta las tasas de migracién y la fijacidn inicial de las células de la piel,
promueve la proliferacidon de fibroblastos, y apoyan su uso como un promotor de la
cicatrizacidon y como un componente bioactivo de piel artificial (Lee y cols., 2012).

La aplicacidn tépica de AS promovid la cicatrizacidn de heridas en ratas y aumenté
significativamente la resistencia a la traccion en la piel recién formada (Alonso, 2009).
De forma que, los hidrogeles epiteliales recién generados son capaces de absorber y
retener exudados dentro del gel y proporcionar un entorno que estimula y regula las
actividades celulares y nutricionales durante el proceso de cicatrizacién (Lee y cols.,
2011). Ademas, se ha demostrado que una crema de ECA al 1% acelera el proceso de
cicatrizacion de heridas. En caso de ulceras crénicas mejora la cicatrizacidén en anchura,
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longitud y profundidad después de 7,14 y 21 dias del uso del producto (Somboonwong
y cols., 2012).

Accion antifangica y antiulcerosa

Las geninas han mostrado accién antifungica (contra el Pityrosporum ovale de la
caspa), antibacteriana (contra el Propionibacterium acnes del acné y otras bacterias
patégenas) y antifermentativa, lo que permite su aplicacion sobre la piel agredida.

Asi mismo, se ha observado que los ECA tratan eficazmente las Ulceras gastricas y
duodenales inducidas por el estrés. La administraciéon oral de un ECA a ratas produjo
una reduccién de dosis dependiente en el estrés inducido por Ulceras gastricas, y su
efecto antiulceroso era similar al de la famotidina. El mecanismo de accion parece estar

asociado con una actividad de la CA sobre el sistema nervioso (Alonso, 2009).

Accidn analgésica y antiinflamatoria

En la actualidad, también se han evaluado los efectos de CA sobre el dolor y la
inflamacién en modelos de roedores. Al estudiar la actividad analgésica de la CA acuosa
(10, 30, 100 y 300 mg / kg) usando retorcimiento inducido por acido acético y el método
de la placa caliente en ratones, mientras que la actividad antiinflamatoria se estudié por
la prostaglandina E2, usando el edema inducido en las patas de ratas. La CA acuosa
reveld una actividad analgésica significativa con modelos similares a la aspirina, pero
menos potente que la morfina y, la actividad antiinflamatoria era comparable al acido
mefenamico. Estos resultados sugieren que los extractos acuosos de CA poseen
actividades analgésicas y antiinflamatorias que justifican el uso tradicional de esta
planta en el tratamiento de condiciones inflamatorias o reumatismo (Gohil y cols.,
2010). Ademas, CA podria inactivar los macrofagos en la piel, lo que conduce a una
menor inflamacidn y respuestas atépicas de la piel (Jiny cols., 2015; Alonso, 2009; Park

y cols., 2017).

Accién venotodnica

La accién venotdnica de extractos titulados de CA ha sido demostrada en distintos
ensayos clinico-farmacoldgicos. En diferentes pruebas a doble ciego contra placebo, en
pacientes con insuficiencia venosa cronica y en ulceras troficas venosas de miembros

inferiores. Estas han mostrado un efecto terapéutico positivo, evidencidndose una
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mejoria en las reacciones eccematosas periféricas que suelen acompaiiar estas lesiones;
mejoria del estasis venoso y mayor formacion y proliferacion del tejido de granulacién,
lo que determina una epitelizacién mas rapida.

Asi mismo, la fraccidn triterpénica ha mostrado su eficacia en alteraciones de la
microcirculacién, sindrome posflebitico y prevenciéon de edemas. Su mecanismo de
accion en estos casos estd determinado por una mayor sintesis de colageno,
fibronectina y proteoglicanos. La abundancia de colageno en el organismo explica el

amplio rango terapéutico de las sustancias activas de la CA (Alonso, 2009).
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Tabla 5. CA: Acciones farmacoldgicas y usos derivados (Alonso, 2009).

ACCIONES USOS DERIVADOS

Terapéuticos:

e Procesos cicatrizales

L, , e Coadyudante tratamiento
-Normalizacién de la homeostasis

psoriasis
Cosméticos:
-Modulacion de la inflamacidon ° Suavizante

e (Calmante

e Antienvejecimiento

celular en el medio o
proinflamatorio

Preservacion de la humedad
e Prevencion de los efectos de
polucion

Terapéuticos:

e Cicatrizacion de heridas,
guemadauras, ulceraciones

; o ] Cosméticos:
-Estimulo sintesis de coldgeno
(colagenos I y Il en particular) e Reparador, restructurante,
hidratante

e Antienvejecimiento,
antiarrugas, reafirmante,
antiestrias

Terapéuticos:

e Heridas, quemaduras,
ulceraciones

e Caspa

e Acné

e Infecciones ginecolégicas

-Bactericida (sobre gérmenes
grampositivos principalmente)

e Pytosporum ovale

e Propionilbacteriumacnes

e Insuficiencia venosa, piernas

cansadas
-Venotdnica (circulacion y e Ayuda a la reduccion de la
microcirculacién) celulitis
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1. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

1.1 JUSTIFICACION

En la practica clinica odontoldgica, uno de los retos mds grandes es la reposicion de
tejidos que se han perdido por lesiones o patologias. Cuando se produce una pérdida de
sustancia, que afecta tanto al epitelio como al tejido conectivo subyacente, se origina
en la mucosa oral una lesion elemental conocida como ulcera oral (Bruce y Rogers,
2003). Estas ulceras orales pueden ser originadas por traumatismos, factores quimicos
(quemaduras por acidos o alcalinos), factores fisicos (electricidad e irradiaciones),
factores térmicos (quemaduras por calor o congelaciones), factores inmunoldgicos,
déficits nutricionales, Ulceras recurrentes, inflamacion y otros procesos patoldgicos que
pueden requerir de la cirugia para la extirpacion de lesiones congénitas o patoldgicas
(Wagner y cols., 2013; Lee y cols., 2017). En general, las uUlceras orales cursan con dolor
como principal caracteristica, con una intensidad que puede ser de dolor leve a severo;
ademas, una vez que se forma una Ulcera va a estar sujeta a un proceso continuo de
irritacion debido a la accidn de la saliva y la microflora oral (Chavan y cols., 2012). Esto
favorece que una lesion inflamatoria aguda se cronifique (Hapa y cols., 2011).

En general, el objetivo del tratamiento de estas Ulceras orales esta dirigido a la
reduccion y desaparicion de los sintomas, asi como a la restitucion del tejido epitelial y
conectivo perdido (De Carvalho y cols., 2015). En la actualidad, existen diferentes
protocolos con el uso de farmacos tdpicos y sistémicos para acelerar el proceso de
curacién de la herida y aliviar los sintomas; siendo los corticoides uno de los farmacos
mas prescritos por los clinicos debido a su eficacia como potente antifinflamatorio (Levin
y Maibach, 2002). Sin embargo, las posibles complicaciones sistémicas del uso de
corticoides y la complejidad del proceso de reparacion tisular durante la curacion de
heridas, donde intervienen multitud de factores como la inflamacién, proliferacion y
remodelacién tisular con interacciones de diferentes lineas celulares, proteinas de
matriz extracelular, y sus receptores estan involucrados en la curacion de heridas, y son
mediados por citoquinas y factores de crecimiento (Camacho-Alonso y Lépez-Jornet,

2007; Lopez Jornet y cols., 2011); han hecho que en los uUltimos afios se haya extendido
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el uso de otros tratamientos tdpicos para la cicatrizacién de heridas en la mucosa oral,
tales como el uso de hierbas medicinales.

El ECA es una hierba medicinal tradicional que ha demostrado ejercer efectos
farmacoldgicos sobre la curacion de las heridas (Yao y cols., 2017). La CA (Linn.) Urban.,
sunonym Hydrocotyle asiatica (Linn.), también conocida como Goua Kola, Tiger Grass o
Indian pennywort, es una enredadera herbacea perteneciente a la familia Apiaceae
(Umbelliferae) que crece en regiones tropicales de Asia, Oceanfa, Africa y América. En la
medicina tradicional asiatica, la CA ha sido utilizada durante cientos de afios como
antipirético, diurético, reumatico, en epilepsia, histeria, ansiedad, en el tratamiento de
la insuficiencia venosa y muchas otras enfermedades (Gohil y cols., 2010); en la
actualidad, la medicina tradicional también utiliza el ECA fundamentalmente como
antimicrobiano, antioxidante y anticancerigeno (Jayashree y cols., 2003; Babu y cols.,
1995) y con un amplio uso en dermatologia, en varios procesos de curacion de heridas
(Maquart y cols., 1999; An y cols., 2012). Estos efectos farmacolégicos se deben a la
composicion quimica y los principios activos hallados en diversos ECAs, los mas
importantes son saponinas triterpenoides pentaciclicas, conocidas principalmente
como centelloides: asiaticdsido, madecasosido (brahmindsido), acido asiatico y acido
madecdsico (acido brahmico) (Bylka y cols., 2014). Aunque también podemos encontrar
(en concentraciones que dependen del lugar del cultivo y de los periodos de cosecha)
(Puttarak y cols., 2012): flavonoides (kampferol, 3-glucosil-quercetina, quercetina, 3-
gloucosil-quercetina), acidos grasos (linoleico, lignocérico, oléicom palmitico, elaidico y
estearico), taninos, aceites esenciales (betacariofileno, transbetafarneseno y
germacreno D), fitosteroles (campestarol, sitoesterol y estifmaesterol), aminodcidos
libres y alcoloides como la hidrocotilina (Ratz-Lyko y cols., 2016). En relacién a su
aplicaciéon en dermatologia como regenerador tisular en la curacién de heridas, el
asiaticésido y madecasosido han mostrado producir una aceleraciéon en la curacién
postquirdrgica de heridas superficiales y Ulceras y, en general, de los procesos
cicatriciales, ya que parece que activan las células de Malpighi de la epidermis, inhiben
el proceso inflamatorio y bioestimulan la formacion de coldgeno (Jung y cols., 2013;
Paolino y cols., 2012). Ademas de las saponinas triterpenoides pentaciclicas, los

fitosteroles han demostrado su eficacia en el tratamiento de cicatrices hipertréficas y
'
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gueloides disminuyendo la fibrosis en las heridas. Parece que su mecanismo de accién
es doble, por un lado, aumentan la sintesis de colageno, de la matriz extracelular y de
acidos mucopolisacaridicos y, por otro, inhiben la fase inflamatoria de cicatrices
hipertréficas y queloides (Kim y cols., 2010; Lee y cols., 2012; Nema vy cols, 2013).
Ademas, estos principios activos de los ECAs han mostrado en la curacidn de heridas que
reducen el extrés oxidativo observandose una disminucién de los niveles de
malondialdehido (MDA), acttan en la produccién de ARNm de procolageno tipo Iy lll y
aumentan la angiogénesis (Ruszymah y cols., 2012; Bahramsoltani y cols., 2014; Yaho y
cols., 2017). Sin embargo, aunque el efecto regenerativo del ECA ha sido probado en la
curaciéon de heridas de otras mucosas como la digestiva (Zheng y cols., 2016), su accién
sobre las heridas de la mucosa oral permanece desconocida actualmente.

En los ultimos afios, la reposicidon de tejidos orales ha dado lugar a la ingenieria
tisular en la que aplicando los principios de ciencias de ingenieria y biologia se consiguen
desarrollar sustitutos bioldgicos que restauren, mantengan y mejoren la funcion tisular
(Eweida y Marei, 2015). Existen dos pilares basicos sobre los que se sustenta la ingenieria
tisular: por un lado, el uso de andamiajes o scaffolds biocompatibles, encargados de
proporcionar el medio adecuado para el desarrollo y diferenciacion celular, y por otro,
el cultivo de poblaciones celulares aisladas, determinadas por el tipo de tejido a
regenerar (Badylak, 2004). Sin embargo, la aplicacion exclusiva (sin el aporte del cultivo
celular) de scaffolds biocompatibles, que facilitan la presencia de una unidad estructural
gue permite a los elementos biolégicos acelerar el proceso de regeneracién (Bashutkiy
Wang, 2009), estd siendo cada vez mas utilizada en cirugia. Deben ser biocompatibles,
no-toxicas, tener caracteristicas mecanicas apropiadas y ser capaces de degradarse
gradualmente para ser reemplazadas por tejido regenerado (Albina y Reichner, 2003;
Sen, 2009). Los scaffolfs biolégicos obtenidos de matriz extracelular (aloinjertos y
xenoinjertos) han sido empleados de manera satisfactoria en estudios preclinicos con
animales y en aplicaciones clinicas en humanos para la reconstruccién de una gran
variedad de tejidos (Badylak, 2004; Kochupura y cols., 2005; Ota y cols., 2007). Aunque
el mecanismo responsable de la respuesta remodeladora de estos scaffolfs obtenidos
de matriz extracelular no se conoce claramente, parece que intervienen diferentes

procesos de reclutamiento de células pluripotenciales y diferenciadas (Valentin y cols.,
'
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2010) y potencian la angiogénesis (Li y cols., 2004) del nuevo tejido. En concreto la
MAVU es un excelente scaffolfs en ingenieria tisular debido a diversas propiedades: su
caracter acelular evita cualquier tipo de respuesta inmunitaria de rechazo del injerto por
parte del organismo receptor, tiene una adecuada estabilidad dimensional, elevada
resistencia mecdnica y presencia de diversas moléculas como proteinas de adhesion
celular, factores de crecimiento y enzimas (Parekh y cols., 2009; Rosario y cols., 2008;
Zhuy cols., 2011; Machingal y cols., 2011).

Sin embargo, en la actualidad el posible efecto reparador de heridas en la mucosa
oral mediante la aplicacidn tépica de MAVU o ECA permanece desconocido. En este
sentido, el objetivo de este estudio fue evaluar los efectos de la aplicacién topica de la
MAVU y ECA en la curacién de heridas en lenguas de ratas, realizadas con un bisturi en

un estudio in vivo en un modelo experimental en ratas.

11.2 OBJETIVOS

El objetivo general fue el estudio de los efectos de la aplicacién tépica de MAVU y
ECA en la regeneracion de heridas en lengua de rata.

El objetivo general puede ser desglosado en una serie de objetivos especificos que
nos permitan sistematizar y responder a los diferentes aspectos que plantea nuestro
estudio.

Objetivos especificos

1. Estudiar el aumento o descenso del peso postoperatorio a los 2, 7, 14 y 21 dias
como medida indirecta del dolor intraoral en ratas Sprague-Dawley a las que se
les provocd una herida en la mucosa del dorso lingual, que fue tratada
diariamente de forma tépica con: nada (grupo control), ECA, MAVU + orabase u
orabase.

2. Valorar mediante el andlisis macroscépico morfogenético del porcentaje de
mucosa del dorso lingual ocupada por la heridaalos 2, 7,14y 21 dias de provocar
una herida en la mucosa del dorso lingual de ratas Sprague-Dawley y tratarla
diariamente de forma tépica con: nada (grupo control), ECA, MAVU + orabase u

orabase.
|
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3. Analizar los niveles mucosos de los biomarcadores de estrés oxidativo MPO y
MDA alos 2,7, 14y 21 dias de provocar una herida en la mucosa del dorso lingual
de ratas Sprague-Dawley y tratarla diariamente de forma tépica con: nada (grupo
control), ECA, MAVU + orabase u orabase.

4. Determinar histoldgicamente el proceso de regeneraciéon de las heridas
mediante el grado de reepitelizacion e inflamacion a los 2, 7, 14 y 21 dias de
provocar una herida en la mucosa del dorso lingual de ratas Sprague-Dawley y
tratarla diariamente de forma tépica con: nada (grupo control), ECA, MAVU +
orabase u orabase.

5. Estudiar mediante el andlisis inmunohistoquimico de CD31, la vascularizacion
mucosa a los 2, 7, 14 y 21 dias de provocar una herida en la mucosa del dorso
lingual de ratas Sprague-Dawley y tratarla diariamente de forma tépica con: nada

(grupo control), ECA, MAVU + orabase u orabase.
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I1l. METODOLOGIA

111.1 ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Las ratas utilizadas en este estudio fueron suministradas por el Servivio de
Experimentaciéon Animal (REGA ES300305440012) (Unidad de Apoyo a la Investigacion)
en la Universidad de Murcia (Espafia). El protocolo de estudio fue aprobado por el
Comité ético de experimentacion animal de la Universidad de Murcia (Espafia) y la
autoridad competente (A13160505) (Anexo 1), y siguid las Directrices de la Unién
Europea para la experimentacién animal (EU/ 63/2010).

Un total de 64 ratas macho Sprague-Dawley, con un peso entre 248 y 252 g (peso
medio de 250 g), se incluyeron en este estudio prospectivo aleatorizado, que tuvo lugar
entre noviembre de 2016 y mayo de 2017. Las ratas se alojaron en jaulas ventiladas
individualmente con 12 / 12 horas de ciclos luz/oscuridad, comida y agua ad libitum. Las

ratas se aclimataron durante 1 semana antes del inicio del estudio.

111.2 PROCEDIMIENTO QUIRURGICO PARA PROVOCAR LA HERIDA

En condiciones asépticas, los animales se anestesiaron con una mezcla de 50% de
ketamina y 50% de xilazina administrada por inyeccién intraperitoneal a una dosis de
0,1 ml/100 g de peso corporal. Se administré analgesia mediante administracion
subcutanea de buprenorfina 0,05 mg/kg antes del procedimiento de la herida. Se
realizaron ulceras traumaticas de 4 mm de didmetro en el dorso de la lengua (en la linea
media en el tercio medio del lado dorsal de la lengua) usando un bisturi circular (punzén
de biopsia) (Laboratorios Stiefel, Madrid, Espafia), para asegurarse de que todas las
heridas fueran del mismo tamafo.

Finalmente, los bordes de la herida se aproximaron mesial y distalmente con 2
puntos simples de sutura con polipropileno 4/0 (Propilorc; Lorca Marin, Murcia, Espafia).
Siguiendo a Carew y cols., (Carew y cols., 1998) elegimos polipropileno porque minimiza
la reaccién del tejido a cuerpos extrafios durante la cicatrizacién (Lin y cols., 2001;

Camacho Alonso y cols., 2005).
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111.3 GRUPOS EXPERIMENTALES

La aleatorizacion se realizd usando un servicio online (www.randomization.com).

Los animales fueron aleatorizados en cuatro grupos (n=16 por grupo) (Figura 9). Debido
a la similitud entre los productos tépicos aplicados (color, consistencia y viscosidad), los

tratamientos en los grupos 2, 3 y 4 fueron aplicados por un mismo investigador cegado.

Figura 9. Descripcion de la muestra de estudio.

Muestra total (n=64)

Grupo 1: control Grupo 2: ECA Grupo 3: MAVU + orabase Grupo 4: orabase
(n=16) (n=16) (n=16) (n=16)

SACRD"I,:A(élo é4|-03 2 SACRIFICIO A LOS 2 SACRIFICIO A LOS 2 SACRIFICIO A LOS 2
(n=4) DIAS (n=4) DIAS (n=4) DIAS (n=4)
SAC%R%IO §4LOS 7 SACRIFICIO A LOS 7 SACRIFICIO A LOS 7 SACRIFICIO A LOS 7
(n=4) DIAS (n=4) DIAS (n=4) DIAS (n=4)
SACRIIJFi!t(\:SI;O A:4LOS 14 SACRIFICIO A LOS 14 SACRIFICIO A LOS 14 SACRIFICIO A LOS 14
(n=4) DIAS (n=4) DIAS (n=4) DIAS (n=4)
SACRIIDFifSIO A J{OS 21 SACRIFICIO A LOS 21 SACRIFICIO A LOS 21 SACRIFICIO A LOS 21
(n=4) DIAS (n=4) DIAS (n=4) DIAS (n=4)

» Grupo 1 (control): sin tratamiento, solo control diario.

Los animales de los Grupos 2-4 recibieron aplicaciones tdpicas diarias de los
productos, usando un hisopo para cubrir completamente la herida con uno de los tres
tratamientos estudiados, a intervalos de 8 h durante todo el periodo experimental.

Durante las aplicaciones tépicas, los animales fueron anestesiados bajo la inhalacion de

isoflurano (Figura 10).
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Figura 10. Sedacién mediante inhalacién de isofluorano.

> Grupos 2 (ECA): tratamiento tdpico (tres aplicaciones topicas) con ECA 1%

(10 mg ECA/ 1g gel) (Blastoestimulina®, Almirall S.A., Barcelona, Espafia).

> Grupo 3 (MAVU mezclado con orabase): tratamiento tépico (tres
aplicaciones tépicas) con MAVU 1% y 1% del vehiculo (orabase) (10 mg
MAVU/ 1g gel).

» Grupo 4 (orabase): tratamiento tdpico (tres aplicaciones tdpicas) con

vehiculo (orabase).

Cuatro ratas de cada grupo fueron sacrificadas en una camara de CO; en los dias 2,

7,14y 21.

111.4 PREPARACION DE LA MAVU
Los andamiajes o scffolds de MAVU fueron preparados a partir de la vejiga urinaria
porcina de un cerdo macho de 140 kg de peso, como se ha descrito previamente en la

literatura cientifica (Machingal y cols., 2011; Moon du y cols., 2008) (Figura 11).
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Figura 11. A. Vejigas urinarias de cerdo tras ser descongeladas. B. Separacidn de las capas serosa
(adventicia) y muscular mediante la diseccion roma del tejido. C. Obtencidn de una fina membrana
constituida por la lamina propia de la vejiga disecada.

La vejiga se lavd y recortd para obtener la ldmina propia y se sumergié en tripsina
al 0,05% (Sigma-Aldrich Chemestry, S.A., Madrid, Espana) durante 1 h a una temperatura
de 37° C. Posteriormente, fue transferida a medio de cultivo DMEM (Sigma Aldrich®
Quimica S.A., Madrid, Espafia) suplementado con 1000 pg/mL de Penicilina, 100 pg/mL
de Estreptomicina, 500 pg/mL de Gentamicina y 2,5 ug/mL de Anfotericina ademas de

FBS (suero bovino fetal) al 10% de concentracién (Sigma Aldrich® Quimica S.A., Madrid,
-
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Espafia) en volumen, durante el transporte al servicio de cultivo de tejidos (Figuras 12 y

13).

Figura 12. Ldmina propia en medio DMEM.

Figura 13. Detalle de la lamina propia de la
vejiga urinaria porcina.
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Las muestras se colocaron en recipientes individuales y fueron sometidas a un
proceso de descelularizacion. En primer lugar, se realizé lo digestidon enzimatica de la
[dmina propia incorporando una solucién de Tripsina y EDTA al 0,05% (HyClone™
Laboratories Inc, Utah, Estados Unidos) en una incubadora de agitacién a 372C durante
1 hora. Ambas muestras fueron entonces transferidas a una solucion DMEM
suplementada con FBS al 10% (Sigma Aldrich® Quimica S.A., Madrid, Espafia) y se
incubaron en condiciones de oscuridad a 42C durante 12 horas. Transcurrido este
tiempo, se llevd a cabo la humectacién y saponificacion de la vejiga mediante su
inmersién en otra solucién, esta vez Triton X-100 al 1% (Sigma Aldrich® Quimica S.A.,
Madrid, Espafia) con hidroxido de amonio al 0,1% (Fisher Scientific S.L., Madrid, Espafia)
en agua desionizada estéril y se dejé actuar a 42C de temperatura durante otros 4 dias
(Figura 14). Finalmente, las muestras de lamina propia de vejiga fueron lavadas de forma
abundante con agua desionizada estéril y conservadas en el frigorifico a 42C durante 3

dias (Figura 15).

Figura 14. Muestras a las que se realiza un proceso de humectacién y saponificacion mediante Triton X-
100 y NH4OH durante 4 dias a 4°C de temperatura.
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Figura 15. Detalle de la MAVU obtenida tras completar el proceso de descelularizacién. La fina matriz
fue conservada en el frigorifico en agua desionizada estéril a 42 C durante 3 dias.

Para confirmar la ausencia de elementos celulares y la preservacién de
componentes estructurales, una porcién de lamina propia no fue sometida al proceso
de descelularidad y se utilizd como control. Ambas fueron sometidas a una evaluacién
histoldgica con:

a. hematoxilina y eosina y tincion con tricromico de Masson (Figuras 16A, 16B,

16Cy 16D).

b. DAPI (Dihidrocloruro de 4'6-diamino-2-fenilindol, D952) (Sigma-Aldrich
Chemistry,S.A., Madrid, Spain), usando un microscopio de fluorescencia
Leica® DMRB (Leica Microsystems, Wetzlar, Germay) equipado con filtro de

banda DAPI (conjunto de filtro de excitacidn de longitud de onda BP 340-380,
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filtro dicroico RKP 400 y filtro de emision LP 425) (Figuras 17Ay 17B).

C. una porcidon de ambas muestras se sometid a preparacién metalografica y se
analizé por microscopia electrénica de barrido (SEM) (Oxford Instrument INCA

300 EDX System, Abingdon, Oxfordshire, Reino Unido) (Figuras 17Cy 17D).

Figure 16. Comparacion de ausencia de elementos celulares entre control de lamina propia y ldmina
propia descelularizada. A y B: imagenes de hematoxilina y eosina a 400X. C y D: imagenes tricromico de
Masson a 400X.
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Figure 17. Comparacion de la ausencia de elementos celulares entre el control de la [dmina propia y la
[dmina propia descelularizada. A y B: imagenes DAPI a 1000X. C y D: imagenes SEM a 3500X (C) y 1500X

(D).
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Después, la [dmina propia descelularizada fue desecada utilizando un Rotavapor
(Bichi, Flawil, Suiza) y una vez seca se mantuvo a 140° C en un bafno de aceite al vacio
durante 90 minutos. Finalmente, se traté con un sistema de fresado equipado con un
rotor y una rejilla de 200 um (Pulverisette 14, Fritsch, Idar-Oberstein, Alemania) (Garcia
Fernandez y cols., 2016). La MAVU en polvo fue esterilizada por éxido de etileno y
mezclada con orabase, que es un compuesto inerte utilizado como vehiculo en la
preparacién de los otros geles. Este gel estaba compuesto por carbopol 934P (2%), p-

metil hidroxibenzoato (0,1%), etanol 98% (0,6%), propilenglicol (1%), trietanolamina
'
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(1%) y agua purificada. Carbopol 934P es un polimero con propiedades mucoadhesivas.
Actua como un adjunto en los sistemas de administraciéon de farmacos bioadhesivos y
es seguro para usar en la mucosa oral (Nakanishi y cols., 1998). Funcionalmente, el gel
de orabase contiene un mucoahesivo y agente gelificante (carbopol 934P), apreservante
(p-metilhidroxibenzoato), un humectante (propilenglicol), un solubilizante (etanol 98%)
y agua purificada como vehiculo. Ademas, se afadié gradualmente trietanolamina, una

base débil, para ajustar el pH de este gel orabase a 6.5 (Souza Filho y cols., 2017).

1.5 AUMENTO O DESCENSO DEL PESO POSTOPERATORIO
El dolor intraoral se evalud indirectamente midiendo el aumento o descenso del
peso postoperatorio (Camacho-Alonso y cols., 2005; Schaap y cols., 2012). El peso se

evalué el dia O y el dia de la eutanasia (Figura 18).

Figura 18. Peso de los animales.

111.6 ANALISIS MORFOMETRICO MACROSCOPICO DE LA REPARACION DE HERIDAS
Tras el sacrificio de los animales, las lenguas fueron seccionadas justo por delante
de la papila circunvalada y se procedid al analisis morfométrico macroscoépico de la
reparacidon de heridas. Las fotografias se obtuvieron con una cdmara digital de 6,1
megapixeles (Canon® EOS 70D, Canon®, Tokio, Japdn) acoplada a un tripode y equipada
con macro lentes de 100 mm con una distancia focal minima. Las muestras fueron
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posicionadas paralelas a la superficie de un posicionador (para mantener la misma
distancia foco-muestra en todas las lenguas) que permitia un maximo contacto con la
cara ventral lingual; lo que facilito realizar todas las fotografias perpendiculares a la cara
dorsal lingual. Para validar las conversiones de medicién, se fotografio una regla
milimétrica junto con todos los especimenes. El estudio macroscépico de la
regeneracion tisular en las imagenes digitalizadas se realizd con el software de
histomorfometria MIP-4® (Digital Image, Barcelona, Sapin) midiendo el porcentaje de la
mucosa dorso-lingual total que continuaba ocupada por la herida (Camacho-Alonso y

cols., 2017) (Figura 19).

Figura 19. Analisis morfométrico macroscépico de la reparacidn de heridas mediante la cuantificacién del
porcentaje de lengua ocupada por la herida. A: Calibracion. B: Conversidon a monocromatico. C: Seleccidn
binaria de regiones. D: Medicién del porcentaje de drea ocupada por la herida respecto al total del area
de la lengua.
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111.7 NIVELES DE MPO

Antes de que las muestras fueran fijadas en formalina al 10%, para su posterior
estudio histolégico e inmunohistoquimico, se obtuvieron dos muestras de tejido
perilesional para el analisis de los niveles de MPO y MDA, que fueron incluidas en
solucion salina tamponada con fosfato (PBS) y congeladas a -80° C hasta su
procesamiento.

El grado de acumulacién de neutroéfilos en las muestras se cuantificé por medio de
la actividad MPO. Las muestras de lengua se procesaron utilizando la técnica descrita
por Souzay cols., (Souzay cols., 2003). Una de las dos muestras se homogeneizé en dos
voliumenes de solucién tampdn para congelar (0,1 mol/L de NaCl, 20 mmol/L NaPO4, 15
mmol/L NaEDTA) a pH 4.7 y centrifugado a 0.8 g por 15 minutos. A continuacion, los
sedimentos se sometieron a lisis hipotdnica (900 ul de solucion de NaCl al 0,2% durante
30 segundos y luego se afiadié un volumen equivalente que contenia un 1,6% de NaCl y
un 5% de glucosa). Después de la centrifugacion en el segundo tiempo, los sedimentos
se resuspendieron en 50 mmol /| de tampdn NaPO4 a pH 5,4, que contiene bromuro de
hexadeciltrimetilamonio al 0,5%, y se volvieron a homogeneizar y centrifugar a 9,3 g
durante 15 minutos a 42C. La actividad de la MPO en los sedimentos resuspendidos se
cuantificd por espectrofotometria para detectar cambios en la absorbancia a 450 nm
usando una solucién de tetrametilbenzidina (1,6 mmol / 1) y H202 (0,5 mmol / 1). Los

resultados se informaron como nmol de MPO por gramo de tejido.

111.8 NIVELES DE MDA

La peroxidacidn lipidica se cuantificé midiendo la produccién de MDA en reaccién
con el acido tiobarbiturico, utilizando la segunda muestra de lengua (Araujo y cols.,
2013). Las muestras de tejido se homogeneizaron (0,25 ml de tejido de lengua al 10%
preparado en 0,15 mol/L KCL) y se afiadieron a una solucion de acido tiobarbiturico (1,5
ml de H3PO4 al 1% y 500 ul de acido tiobarbiturico al 0,6% en solucién acuosa),
colocando la muestra en un bafio de agua y calentando a 100° C durante 45 minutos.

Después, se anadieron 2 ml de n-butanol PA y las muestras se homogeneizaron y luego
'
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se centrifugaron a 40.816 g durante 15 minutos a 4° C. La absorbancia de la capa de
butanol se midiéd @520 nm (A1) y 535 nm (A2). La concentracién de MDA se calculé como
la diferencia entre A2 y Al y los valores se expresaron en nmol de MDA / g de tejido

gingival.

111.9 REEPITELIZACION
Las muestras se incluyeron en parafina y se seccionaron en cortes de 3 um en un

plano perpendicular a la incision, se tifieron con hematoxilina y eosina, y se examinaron
con aumentos de 20X, 40X y 100X. Todas las muestras fueron estudiadas por el mismo
patélogo cegado. Para medir el grado de reepitelializacién, fueron usados los criterios
establecidos por Sinha y Gallagher (Sinha y Gallaguer, 2003):

- Grado 0: reepitelizacién en el borde de la herida.

- Grado 1: reepitelizacién cubriendo menos de la mitad de la herida.

- Grado 2: reepitelizacidn cubriendo mas de la mitad de la herida.

- Grado 3: reepitelizacion cubriendo la herida completa con espesor irregular.

- Grado 4: reepitelizacion cubriendo la herida completa con espesor normal.

11.10 INFLAMACION
El grado histolégico de la inflamaciéon se evalué conforme a un sistema de
clasificacién gradual en funcién de la resolucidon del proceso inflamatorio (Camacho-
Alonso y cols., 2009):
- Grado 1: inflamacién aguda (se forma una membrana piogénica).
- Grado 2: predominio de inflamacion aguda difusa (predominio del tejido de
granulacién).
- Grado 3: predominio de inflamacidn crénica (fibroblastos que comienzan a
proliferar).
- Grado 4: resolucion vy cicatrizacién (reduccion o desaparicion de la

inflamacidén crdénica, aunque pueden persistir células redondas ocasionales).
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11.11 IMMUNOHISTOQUIMICA

Para la tincidn inmunohistoquimica, las muestras se seccionaron en cortes de 3 um
de espesor y se colocaron en portaobjetos silanizados. Los portaobjetos fueron
desparafinizados en xileno e hidratados en grados descendentes de etanol.

Para CD31, la actividad de la peroxidasa enddgena se bloqued usando perdxido
de hidrégeno al 3% en dos bafos de 15 minutos. La solucién de antigeno retroviral fue
realizada durante 8 h en una solucidén tampdn citratato, caalentandola a 90° C en un
bafio de agua. Los portaobjetos se incubaron en RT durante 2 horas con anti-CD31
monoclonal (Agilent-Dako, Glostrup, Dinamarca). El sistema de deteccion usado fue el
kit Envision Flex (Agilent-Dako, Glostrup, Dinamarca) usando un procesador DAKO
Omnis™ (Agilent-Dako, Glostrup, Dinamarca). Las secciones fueron entonces incubadas
con una solucidon con cromogen 3,3’-Diaminobenzidina (Agilent-Dako, Glostrup,
Dinamarca) y hematoxilina de Mayer (Agilent-Dako, Glostrup, Dinamarca). Los controles
positivos se realizaron con intestino de ratdn, y los controles negativos fueron realizados
por supresion del anticuerpo primario. Los vasos sanguineos de cada seccién fueron
definidos como una imagen cirucular u ovoide en las paredes endoteliales y el espacio
luminal.

Usando un microscopio (Axio scope; Zeiss, Zurich, Suiza) conectado a una cdmara
Aiocam MRc5 (Axio scope; Zeiss, Zurich, Suiza) fue generado un histograma de
intensidad de pixel para medir el area células positivas y se expresé en porcentaje de

area.

111.12 ANALISIS ESTADISTICO

Los datos se analizaron utilizando el paquete estadistico SPSS versién 20.0 (SPSS®
Inc., Chicago, IL, EE. UU.). Se realizé un estudio descriptivo de cada variable. Aplicamos
la prueba de normalidad de Kolmogorov-Smirnov y la prueba de homogeneidad de
varianza de Levene, y los datos mostraron una distribucion no normal, por lo que la
estadistica inferencial se realizd mediante test no paramétricos. Para el analisis de las
variables cuantitativas utilizamos el test de Kruskal-Wallis y Dunn. La significacion

estadistica fue aceptada para p<0,05.
'
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IV. RESULTADOS
IV.1 AUMENTO O DESCENSO DEL PESO POSTOPERATORIO

El orden de mayor a menor aumento de peso tras la cirugia fue
MAVU>ECA>orabase>control en todos los dias estudiados, con diferencias
estadisticamente significativas (p<0,05) entre MAVU con el resto de grupos, en los dias
7, 14 y 21. A los 2 dias después, no observamos diferencias estadisticamente
significativas entre ninguno de los grupos (p>0.05). En el dia 7, los animales cuyas
heridas fueron tratadas con ECA mostraron un mayor aumento de peso que los grupos
tratados con orabase y el grupo control, con diferencias estadisticamente significativas

(p=0.021 al comparar ECA con ambos grupos) (Tabla 6).

Tabla 6. Comparacién del peso postoperatorio entre los grupos de studio (Kruskal-Wallis and Dunn test).

Grupos de estudio Dia 2 (n=4) Dia 7 (n=4) Dia 14 (n=4) Dia 21 (n=4)
Mediana (rango) Mediana (rango) Mediana (rango) Mediana (rango)
Control 0.00 (-4.00-2.00)  2.00 (0.00-5.00)"* 22.50 (18.00-30.00)% 80.50 (78.00-83.00)°

Centella asidtica  0.50 (-1.00-4.00)  8.00 (6.00-11.00)" %"  34.00 (26.00-50.00)°  82.00 (80.00-90.00)°
MAVU + Orabase 3.00 (0.00-6.00)  13.00 (10.00-20.00)"*" 59.00 (45.00-75.00)"*" 102.00 (95.00-110.00) “*
Orabase 0.00 (-3.00-2.00)  3.50(2.00-5.00)*¢  27.00 (22.00-40.00)°  82.00 (79.00-87.00)°

* Diferencias significativas en comparacion con el grupo Control; * Diferencias significativas en comparacién con
el grupo Centella asiatica; * Diferencias significativas en comparacién con el grupo MAVU+ Orabase; " Diferencias
significativas en comparacion con el grupo Orabase

IV.2 ANALISIS MORFOMETRICO MACROSCOPICO DE LA REPARACION DE HERIDAS
El porcentaje de mucosa del dorso lingual ocupado por la herida fue de menor a
mayor en los grupos MAVU<ECA<orabase<control en todos los dias estudiados, con
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diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) entre MAVU con el resto de grupos
en los dias 2, 7, 14 y 21. En el dia 7, los animales cuyas heridas fueron tratadas con ECA
mostraron un menor porcentaje de lengua ocupado por la herida que los grupos
tratados con orabase y el grupo control, con diferencias estadisticamente significativas

(p=0.021 al comparar ECA con ambos grupos) (Tabla 7).

Tabla 7. Comparacion del porcentaje de mucosa lingual ocupada por la herida entre los grupos de estudio
(Kruskal-Wallis and Dunn test).

Grupos de estudio Dia 2 (n=4) Dia 7 (n=4) Dia 14 (n=4) Dia 21 (n=4)
Mediana (rango) Mediana (rango) Mediana (rango) Mediana (rango)
Control 16.60 (15.66-18.14)%  11.26 (9.93-12.55)*%  6.99 (6.21-7.33)  2.28 (1.58-3.01)°
Centella asidtica 15.51(15.33-17.04)  7.21(7.16-9.16)"%"  6.11 (5.95-6.82)% 1.61 (0.00-2.02)§

MAVU + Orabase 12.01(9.54-14.33)"*' 523 (4.36-6.43)"*"  2.71(2.24-4.42)'*"  0.00 (0.00-0.00)"*"
Orabase 16.21 (15.20-18.00)°  10.91 (9.54-12.17)*¢  6.48 (6.00-7.11)°  2.05 (1.082.31)°

* Diferencias significativas en comparacion con el grupo Control; * Diferencias significativas en comparacién
con el grupo Centella asiatica; ® Diferencias significativas en comparaciéon con el grupo MAVU+ Orabase;
Diferencias significativas en comparacion con el grupo Orabase

IV.3 NIVELES DE MPO

El orden de menor a mayor actividad de MPO aparecid en los grupos
MAVU<ECA<orabase<control en todos los dias estudiados, con diferencias
estadisticamente significativas (p<0,05) entre MAVU con el resto de grupos, en los dias
7,14y 21. En el dia 7, los animales cuyas heridas fueron tratadas con ECA presentaron
menor actividad de MPO que los grupos tratados con orabase y el grupo control, con
diferencias estadisticamente significativas (p=0.043 and p=0.021, respectivamente)

(Tabla 8).
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IV. 4 NIVELES DE MDA

El orden de menor a mayor de los eniveles de MDA se observd en los grupos
MAVU<ECA<orabase<control en todos los dias estudiados, con diferencias
estadisticamente significativas (p<0,05) entre MAVU con el resto de grupos, en los dias
2,7,14y 21. Alos 7 dias de la cirugia, las heridas tratadas con ECA presentaron menor
MDA que los grupos tratados con orabase y el grupo control, con diferencias

estadisticamente significativas (p=0.043 and p=0.021, respectivamente) (Tabla 8).

Tabla 8. Comparacién de la actividad de MPO y MDA entre los grupos de estudio (Kruskal-Wallis and Dunn

test).
Grupos de estudio Dia 2 (n=4) Dia 7 (n=4) Dia 14 (n=4) Dia 21 (n=4)
(actividad MPO) Mediana (rango) Mediana (rango) Mediana (rango) Mediana (rango)
Control 105.61 (85.41-120.72)°  85.31 (80.14-100.42)*5  50.35 (45.38-75.59)°  25.43 (20.57-30.76)°

Centella asiatiaca 98.16 (78.58-109.75) 64.29 (58.64-79.68)"%"  40.43 (35.61-65.72)° 20.65 (17.61-23.66)°

MAVU + Orabase 80.74 (60.63-100.89)"" 50.63 (43.52-60.65)"*" 21.41(19.62-37.97)"*" 10.56 (9.68-15.27)"*"

Orabase 102.98 (80.87-115.26)*  80.51 (75.99-95.13)%% 45.45 (40.52-70.14)% 22.46 (18.82-27.28)%
Grupos de estudio Dia 2 (n=4) Dia 7 (n=4) Dia 14 (n=4) Dia 21 (n=4)
(actividad MPO) Mediana (rango) Mediana (rango)  Mediana (rango) Mediana (rango)
Control 160.37 (157.34-168.44)°  135.26(131.21-140.31)*% 95.22 (93.21-108.26)% 54.33 (52.38-55.47)%

Centella asiatiaca 155.59 (151.98-161.48)°  121.35(118.29-128.43)"%" 88.39 (87.38-98.48)% 52.31 (50.09-54.04)%
MAVU + Orabase 123.39 (117.26-129.64)"*" 98.36 (93.29-101.39)"*"  62.35 (60.31-67.38)"*" 20.32 (19.36-25.42)"*"
Orabase 157.33 (152.29-162.31)°  132.27(128.11-135.29)*¢ 90.19 (87.18-103.21)° 53.31 (50.16-54.15)%

* Diferencias significativas en comparacién con el grupo Control; ¥ Diferencias significativas en comparacion con el
grupo Centella asiatica; ° Diferencias significativas en comparacién con el grupo MAVU+ Orabase; ' Diferencias
significativas en comparacion con el grupo Orabase
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IV.5 REEPITELIZACION

En el estudio histoldgico, el orden de mayor a menor grado de reepitelizacion se
observé en los grupos MAVU>ECA>orabase>control en todos los dias estudiados, con
diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) entre MAVU con el resto de los
grupos en los dias 2 y 7. Aunque en las heridas en las que aplicamos la ECA mostraron
una mayor grado de reepitelizacién que los grupos tratados con orabase y control en los
dias 7 y 14, no existian diferencias estadisticamente significativas (p>0,05) (Tabla 9)

(Figura 20).

Figura 20. Grado de reepitelizacion (40X). A: Grado O (grupo control, di 2). B: Grado 1 (grupo orabase, dia
7). C: Grado 2 (grupo ECA, dia 7). D: Grado 3 (grupo MAVU, dia 7). E: Grado 4 (grupo MAVU, dia 14).
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IV.6 INFLAMACION

En el estudio histolégico, el orden de mayor a menor resolucidon del proceso
inflamatorio se observd en los grupos MAVU>ECA>orabase>control en todos los dias
estudiados, con diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) entre MAVU con el
resto de los grupos en los dias 2 y 7. Aunque en las heridas en las que aplicamos la ECA
mostraron un mayor grado de resolucién del proceso inflamatorio que los grupos
tratados con orabase y control en el dia 14, no existian diferencias estadisticamente

significativas (p>0.05) (Tabla 9).

Tabla 9: Comparacién del grado de reepitelizacion e inflamcidn entre los grupos de estudio (Kruskal-Wallis
and Dunn test).

Grupos de estudio  Dia 2 (n=4) Dia 7 (n=4) Dia 14 (n=4) Dia 21 (n=4)
(actividad MPO) Mediana (rango) Mediana (rango) Maediana (rango) Mediana (rango)
Control 0.00 (0.00-1.00)® 1.50 (1.00-2.00)% 3.00 (3.00-4.00)°  4.00 (3.00-4.00)

Centella asidtica  0.00 (0.00-1.00)°  2.00 (1.00-2.00)°  3.50 (3.00-4.00)  4.00 (3.00-4.00)

MAVU + Orabase  1.50 (1.00-2.00)"*' 3.00 (2.00-3.00)"*" 4.00 (4.00-4.00)"" 4.00 (4.00-4.00)

Orabase 0.00 (0.00-1.00)® 1.50 (1.00-2.00)% 3.00 (3.00-4.00)°  4.00 (3.00-4.00)
Grupos de estudio  Dia 2 (n=4) Dia 7 (n=4) Dia 14 (n=4) Dia 21 (n=4)
(actividad MPO) Mediana (rango) Mediana (rango) Mediana (rango) Mediana (rango)
Control 1.00 (1.00-2.00)% 2.00 (2.00-3.00)*  3.00 (3.00-4.00)° 4.00 (3.00-4.00)

Centella asiatica  1.00 (1.00-2.00)° 2.00 (2.00-3.00)°  3.50(3.00-4.00)  4.00 (3.00-4.00)
AUBM + Orabase 2.00 (2.00-2.00)"*" 3.00 (3.00-3.00)"*" 4.00 (4.00-4.00)~" 4.00 (4.00-4.00)
Orabase 1.00 (1.00-2.00)° 2.00 (2.00-3.00)° 3.00 (3.00-4.00)°  4.00 (3.00-4.00)

* . . . .o . .z # . . . . go .

Diferencias significativas en comparacion con el grupo Control; * Diferencias significativas en
comparacion con el grupo Centella asiatica; ® Diferencias significativas en comparacién con el grupo
MAVU+ Orabase; ' Diferencias significativas en comparacién con el grupo Orabase
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IV.7 INMUNOHISTOQUIMICA

En el estudio inmunohistoquimico, el orden de mayor a menor CD31 + se observo

en los grupos MAVU>ECA>orabase>control en todos los dias estudiados, con diferencias

estadisticamente significativas (p<0,05) entre MAVU con el resto de los grupos en los

dias 2y 7 (Figura 21).

Figura 21. Tincién inmunohistoquimica de CD31 en el grupo MAVU, dia 7 (40X).
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V. DISCUSION

La mucosa oral es una estructura bien adaptada para proteger los tejidos
subyacentes contra dafos mecanicos e inhibe la entrada de microorganismos. Sin
embargo, esta barrera protectora puede ser alterada cuando aparece una herida. La
herida oral puede causar dolor e incomodidad, dejando al paciente con una funcién
masticatoria dolorosa y en ultima instancia una nutricion comprometida y una menor
calidad de vida (Deyhimi y cols., 2016).

La reposicion de tejido blando oral que se ha perdido por lesiones o patologias
comienza inmediatamente después de producirse su pérdida, con el propdsito biolégico
de restaurar la integridad del tejido afectado. Dicha reparacién ocurre en cuatro fases
superpuestas en el tiempo: hemostasis, fase inflamatoria, fase proliferativa y
remodelamiento (o formacion de cicatriz) (Abou Neel y cols., 2013). El tratamiento de
estas heridas con farmacos tépicos facilita la aceleracién de estas fases de cicatricacion,
reduciendo en el tiempo el drea de mucosa ulcerada y, por lo tanto, disminuyendo la
sintomatologia del paciente y mejorando su calidad de vida (de Freitas Cuba y cols.,
2016).

Los corticosteroides tépicos son algunos de los medicamentos mas comunes
utilizados en la patologia oral para el tratamiento de lesiones que afectan la mucosa. En
cuanto a los efectos adversos de la aplicacién tdpica de corticoides en patologias o
lesiones orales se pueden dividir en dos: locales y sistémicos. Entre los efectos adversos
locales del tratamiento con corticoides se encuentra la candidiasis oral, que aparece
entre el 25% - 55% de los pacientes tratados topicamente con corticoides durante
periodos de tiempo prolongados y a concentraciones altas. Otros efectos adversos
locales son ardor en la boca, hipogeusia, leucoplasia vellosa oral y reacciones de
hipersensibilidad. Entre los efectos adversos sistémicos, la absorcién sistémica del
farmaco puede causar la inhibicién del eje hipotaldmico-pituitarioadrenal debutando
con insuficiencia suprarrenal secundaria, cara de luna, hirsutismo y fragilidad capilar

(Gonzalez, 2010).
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En nuestro estudio, se han investigado por primera vez los efectos del ECA sobre la
regeneracion tisular de heridas en mucosa oral. Los resultados evidenciaron un mayor
aumento de peso postquirdrgico en los animales (menor dolor oral), una mayor
reparacion histoldgica de la herida (mayor grado de reepitelizacidn e inflamacién), una
mayor positividad de CD31 y menores niveles de MPO, MDA vy positividad de CD68 que
en los grupos orabase y control; a los 2, 7, 14 y 21 dias de producir las heridas.

Resultados similares fueron obtenidos como conclusidn de una revision integrativa
publicada por Bahramsoltani y cols., (Bahramsoltani y cols., 2014) en el afio 2014 sobre
un total de 65 articulos (62 estudios in vitro e in vivo sobre animales y 3 en humanos)
donde se estudiaba la eficacia en la curacion de heridas por quemaduras en piel
mediante plantas medicinales (Alliumsativum, Aloe vera, Centella asidtica y
Hippophaerhammoides). En estos estudios, los fitoquimicos mostraron su actividad
positiva en diferentes etapas del proceso de cicatrizacion de quemaduras, mediante
diversos mecanismos que incluyen antimicrobianos, antiinflamatorios, antioxidantes,
estimulacion de la sintesis de coldgeno, proliferacion celular y efectos angiogénicos. La
seguridad de las plantas con propiedades curativas debe ser evaluada de acuerdo con
las pautas internacionales de seguridad, debido a la capacidad téxica o alérgica de la
gran variedad de sus fitoquimicos para las células dérmicas dafiadas. Sin embargo, la
mayoria de las plantas mencionadas fueron preparadas en una forma tdpica que reduce
el riesgo de toxicidad.

En este mismo afio 2014, Bylca y cols., (Bylka y cols., 2014) en una revisién
bibliografica centrada especificamente en ECAs, concluyeron sobre un total de 31
estudios que los ECAs eran eficaces para el tramiento de curacién de heridas en piel,
psoriasis y escleroderma. Ademas, se conoce que CA aplicada en las dosis recomendadas
no es toéxica y los posibles efectos adversos son raros. Puede causar reacciones alérgicas
y ardor, cuando se utiliza externamente. La administracién oral de las dosis
recomendadas de CA puede causar dispepsia, nausea y dolor de cabeza.

Uno de los mecanismos por el cual los ECAs son efectivos en diversos procesos
dermatolégicos de regeneracidn tisular es su accion en la sintesis de colageno. Estudios
previos independientes han demostrado que asiaticoside y madecassoside (saponinas

triterpenoides pentaciclicas incluidas en ECA) podrian facilitar la cicatrizacién de la
-
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herida posiblemente mediante la mejora de la sintesis de coldgeno | (Kimura y cols.,
2008; Liu y cols., 2008), Il y Ill (Liu y cols., 2008). En este sentido, Lee y cols., (Lee y cols.,
2012) en ensayos de proliferacion celular en un estudio in vitro, observaron que el
asiaticoside indujo un aumento en el numero de fibroblastos dérmicos humanos
normales; incluso se ha observado que el ECA proporciona un efecto protector de UVB
al alterar la expresion de microARN en fibroblastos dérmicos humanos (Any cols., 2012).
Ademas, en el estudio publicado por Kim y cols., (Kim y cols., 2011) en el afio 2011,
confirmaron que los ECAs son capaces de prevenir la senescencia inducida por H,0,- en
fibroblastos dérmicos humanos, por lo que pueden regular el estrés inducido por la
senescencia (proceso de envejecimiento en que las células pierden la propiedad de
proliferacién continua por division y que se observan en todas las eucariotas),
previniendo la expresion de la replicacién del ADN y la expresidn génica relacionada con
la mitosis.

Existen algunos estudios similares al nuestro para el estudio de la regeneracion de
heridas provocadas en piel de animales de experimentacion. Aunque hay autores como
Emertcan y cols., (Emertcan y cols., 2008) que al comparar la efectividad entre ECA y
una pomada de coldgeno en la regeneracion tisular de heridas provocadas en la espalda
de veintisiete ratas albinas Wistar hembra, con un bisturi circular estandar para una
biopsia de 8 mm de didmetro mediante: analisis morfométrico macroscépico de la
reparacidon de heridas, hematoxilina y eosina y tinciones de tricdmico de Masson, y
evaluaciéon inmunohistoquimica para el factor de crecimiento transformante beta (TGF-
B), sintasa inducible endotelial y 6xido nitrico (eNOS e iNOS), factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF), laminina, fibronectina, coldgeno | e interleukina-1p (IL-18);
observaron que la pomada de coldgeno mejoraba significativamente la calidad de la
curacién de heridas, y la formacién de cicatrices, y que era una opcion de tratamiento
mas apropiada que ECA en etapas tempranas del proceso de curacion de la herida (3, 5
y 8 dias después de la cirugia). Sin embargo, otros autores en estudios in vivo en ratas
macho Sprague-Dawley y ratones albinos suizos Swiss (Stintar y cols., 2011; Tumen y
cols., 2011) han utilizado el ECA como el tratamiento gold standard con el que poder
comparar nuevos aceites esenciales para le regeneracion de heridas, provocadas con

punch estandar para biopsia de perforacién en la espalda de los animales, debido a los
'
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seis mecanismos importantes, todos interconectados y modulados entre si: a. edema 'y
filtracién capilar, b. un fuerte poder antioxidante, efectivo en varias formas de
productos, c. una accién antiinflamatoria, d. una modulacién de la produccion de
coldgeno evitando cicatrices mas lentas o cicatrices hipertréficas y queloides mas
rapidas, e. una modulacion de factores de crecimiento locales, y f. una modulacién de la
angiogénesis (Belcaro y cols., 2011).

Sin embargo, una de las principales limitaciones del presente estudio es la
imposibilidad de comparar nuestros resultados con otras investigaciones; ya que,
aunque el efecto regenerador de heridas de los ECAs ha sido comprobado no solo in
vitro e in vivo en animales de experimentacion sino también en humanos (Kuo y cols.,
2012; Paocharoen, 2010), sus efectos sobre la regeneracion tisular de heridas en la
mucosa oral es la primera vez que se investigan.

La mucosa oral se puede perder después de la reseccién de un tumor, un
traumatismo, o una enfermedad crénica. Actualmente, la pérdida de la mucosa oral se
trata frecuentemente con la propia la piel del paciente (autélogo) o injertos mucosos.
Sin embargo, los tratamientos actuales tienen inconvenientes incluyendo la morbilidad
y disponibilidad del sitio donante. Debido a ello, los cirujanos se enfrentan
frecuentemente a la escasez de mucosa oral para la reconstruccién de la cavidad oral.
Aunque los injertos de piel autéloga son generalmente tolerados en la cavidad oral, la
mucosa oral difiere de la piel en muchos aspectos. La mucosa oral es principalmente no
queratinizada y humeda con saliva en todo momento. El uso de injertos de piel con
frecuencia causa complicaciones como crecimiento indeseado del cabello y la
gueratinizacién excesiva en el sitio receptor orofaringeo. Ademas, en la mucosa oral
reconstruida, la morfologia y los patrones de expresién de proteinas tales como las
gueratinas son similares a la de la mucosa oral nativa, pero el epitelio es tipicamente
mas delgado.

La ingenieria de tejidos es un instrumento importante para la regeneracién de la
mucosa oral, potencialmente para minimizar la morbilidad del sitio donante y la
superacién de los problemas de disponibilidad de la zona donante limitada (Liu y cols.,
2011). Actualmente, la ingenieria tisular incluye la utilizacién de andamios de origen

natural como matrices extracelulares descelularizadas para la reconstruccién de la
'
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mucosa oral, capaces de inducir respuestas inmunes terapéuticas o producir los cambios
en el fenotipo inmunoldégico (Kelly y cols., 2017).

El uso de MAVU es una opcidn viable para la rehabilitacidn de los sitios donantes de
tejido vascularizado, que incluye la piel (Melville y cols., 2017).

Finalmente, en nuestro estudio, también se han investigado por primera vez los
efectos de la aplicacién tépica de MAVU sobre la regeneracion tisular de heridas en
mucosa oral. Los resultados evidenciaron un mayor aumento de peso postquirdrgico en
los animales (menor dolor oral), una mayor reparacion histoldgica de la herida (mayor
grado de reepitelizacion y resolucidn de la inflamacién), una mayor positividad de CD31
y menores niveles de MPO, MDA que en los grupos ECA, orabase y control; alos 2, 7, 14
y 21 dias de producir las heridas. Resultados similares fueron obtenidos como conclusién
de un articulo de revision publicado por Eweida y cols., (Eweida y Marei, 2015) en el ano
2015, donde se estudiaba la eficacia de andamiajes o scaffolds de matriz extracelular
(MEC) para la regeneracion dérmica con o sin incorporacion de células mediante
diferentes andamiajes: matriz dérmica acelular (MDA), mucosa del intestino delgado
(MIS), y MAVU. En los estudios recogidos en esta revision bibliografica, los scaffolds sin
células mostraron ser eficaces para la regeneracion tisular de heridas agudas y simples;
sin embargo, en heridas dificiles de curar afiadir células (keratinocitos, fibroblastos o
células madre) en los scaffolds de MEC mejoraria su capacidad regenerativa.

Aunque existen diferentes sscaffolds de MEC utilizados en la regeneracion tisular,
parece que las MECs porcinas muestran propiedades que hacen de ellas unas de las mas
recomendables. Anilkumar y cols., (Anilkumary cols., 2014) en el afio 2014 compararon
la eficacia de tres diferentes MECs porcinas derivadas de vesicula biliar, yeyuno y vejiga
urinaria; observando que las tres fueron eficaces en la regeneracidn de heridas dérmicas
en conejos. Aunque ademas de la vesicula biliar, yeyuno y vejiga urinaria, se han
obtenido MECs porcinas de otros drganos como pulmén, rindn, corazén e higado
(Nonaka y cols., 2014; Ning y cols., 2012); la presencia en la MAVU de coldgeno |,
colageno IV, laminina, fibronectina, elastina, factores de crecimiento (VEGF and TGF-B),
acido hialurdnico, proteoglicanos, proteinas de adhesion celular y glicosaminoglicanos
(Voytik-Harbin y cols., 1997; Wolf y cols., 2012) hace que sea una de las mas utilizadas

en ingenieria tisular. En este sentido, la MAVU ha sido utilizada en la regeneracion tisular
1
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de musculo (Machingal y cols., 2011; Corona y cols., 2012; Aurora y cols., 2015), tejido
fascial (Eberly y cols., 2011), meniscos (Brown y cols., 2011), membrana timpanica
(Parekh y cols., 2009), cerebro (Wang y cols., 2013), uretra (el-Kassaby y cols., 2008),
corazon (Remlinger y cols., 2013), en reparacién de aneurisma endotelial (Callanan y
cols., 2013), en cirugia pélvica (Liu y cols., 2012) e incluso en defectos de la vejiga (Zhu y
cols., 2011). En todos estos tejidos donde se ha utilizado la MAVU para favorecer la
regeneracion, esta MEC porcina ha dado buen resultado debido a su caracter acelular y
a sus propiedades regenerativas, lo que explicaria que en nuestro estudio haya sido el
tratamiento tépico mas efectivo en la regeneracion de heridas en lengua.
Reconocemos que hay varias limitaciones inherentes a este estudio. Primero, los
resultados no se pueden comparar con otras investigaciones porque es la primera vez
gue se investigan los efectos de la aplicaciéon tépica de ECA y MAVU, sobre la
regeneracion tisular de heridas en mucosa oral. Ademas, son necesarios futuros
estudios con ambos farmacos; tanto in vivo con animales de experimentaciéon usando

muestras de mayor tamafio, como en humanos.
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VI. CONCLUSIONES

1. El dolor intraoal, cuantificado indirectamente por el mayor aumento de peso
postoperatorio en los animales de experimentacién, fue menor al aplicar
diariamente de forma tépica MAVU + orabase en heridas provocadas en mucosa
del dorso lingual de ratas Sprague-Sawley, tanto a los 2, 7, 14 y 21 dias.

2. Elandlisis macroscépico del porcentaje de mucosa lingual ocupada por la herida,
alos 2, 7, 14 y 21 dias de provocar una herida en el dorso lingual de ratas
Sprague-Dwley, fue menor cuando usamos un tratamiento diario de forma
tépica de MAVU+ orabase.

3. Los niveles mucosos de los biomarcadores de estrés oxidativo MPO y MDA, a los
2,7,14y 21 dias de provocar una herida en la mucosa del dorso lingual de ratas
Sprague-Dawley, fueron menores al aplicar diariamente de forma tdpica MAVU
+ orabase.

4. El estudio histolégico de la regeneracion de heridas (mayor grado de
reepitelizaciéon y menor grado de inflamacion), alos 2, 7, 14 y 21 dias de provocar
una heria en la mucosa del dorso lingual de ratas Sprague-Dawley, mostré una
mayor regeneracion en las tratadas diariamente de forma tépica con MAVU +
orabase.

5. El estudio mediante analisis inmunohistoquimico de CD31, de la vascularizacion
mucosa a los 2, 7, 14 y 21 dias de provocar una herida en la mucosa del dorso
lingual de ratas Sprague-Dawley, indicé una mayor vascularizaciéon al aplicardiar

diamente de forma tépica MAVU + orabase.
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