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RESUMEN

Objetivos: El principal objetivo de este estudio fue aplicar la ingenieria tisular para la
reparacién muscular (ITRM) en la regeneracion de la musculatura lingual de ratas
hemiglosectomizadas, mediante el trasplante de células madre progenitoras derivadas
de musculo (CMPDMs) sobre matriz acelular de vejiga urinaria (MAVU) de cerdo.
Material y Métodos: A un total de 80 ratas macho adultas Lewis se les realizd un
defecto homogéneo en el lado izquierdo de la lengua mediante una lesién con pérdida
volumétrica de musculo (PVM). Las ratas fueron entonces randomizadas en cuatro
grupos (n=20 por grupo): Grupo 1 (MAVU+ CMPDMs), Grupo 2 (MAVU), Grupo 3
(CMPDMs), y Grupo 4 (Control). Las CMPDMs para los Grupos 1y 3 fueron obtenidos
de los musculos paraespinales de una rata neonatal singénica. Los animales fueron
pesados en el dia 0 y en el momento de la eutanasia. Cinco ratas de cada grupo fueron
sacrificadas los dias 2, 14, 28 y 42 y sus lenguas fueron procesadas para analisis
macroscopico morfométrico (porcentaje de la superficie del dorso lingual ocupado por
PVM), peso postoperatorio de la hemilengua izquierda (diferencia en mg entre el peso
del lado control—el peso del lado operado), y estudio histolégico (grados de inflamacién
y fibrosis). Resultados: El orden de mayor a menor aumento de peso de los animales y
presencia de nuevo tejido fue MAVU+CMPDMs > CMPDMs > MAVU > control, donde
el grupo MAVU + CMPDMs mostro diferencias estadisticamente significativas (p<0,05)
en comparacion con los otros tres grupos en los dias 14, 28 y 42 para las dos variables.
El orden de menor a mayor porcentaje de la superficie del dorso lingual ocupado por
PVM, diferencia en mg entre el peso del lado control — el peso del lado operado, y los
grados de inflamacién crénica y fibrosis fue MAVU+CMPDMs > CMPDMs > MAVU >
control, donde MAVU+CMPDMs mostré diferencias significativas (p<0,05) respecto a

los otros tres grupos en los dias 2, 14, 28 y 42 para el porcentaje de la superficie del



dorso lingual ocupado por PVM, y para la diferencia en mg entre el peso del lado
control — el peso del lado operado. Conclusiones: El uso de un constructo de MAVU
porcina y CMPDMs para la regeneracion de la musculatura lingual de ratas
hemiglosectomizadas, ha resultado ser un tratamiento efectivo de ITRM para la

reparacién de lesiones con PVM.



SUMMARY

Objectives: The main objective of this study was to apply tissue engineering for muscle
repair (ITRM) in the regeneration of the lingual musculature of hemiglosectomized rats,
by transplanting muscle-derived progenitor stem cells (MDPSCs) on acellular of urinary
bladder matrix (AUBM) of Pig Material and Methods: A total of 80 adult Lewis male
rats had a homogeneous defect on the left side of the tongue through a lesion with
volumetric muscle loss (PVM). The rats were then randomized into four groups (n = 20
per group): Group 1 (MAVU + MDPSCs), Group 2 (MAVU), Group 3 (MDPSCs) and
Group 4 (Control). The MDPSCs for Groups 1 and 3 were obtained from the paraspinal
muscles of a syngeneic neonatal rat. The animals were weighed on day 0 and at the
time of euthanasia. Five rats of each group were sacrificed on days 2, 14, 28 and 42 and
their tongues were processed for morphometric macroscopic analysis (percentage of
the surface of the lingual dorsum occupied by PVM), postoperative weight of the left
hemitongue (difference in mg between the weight of the control side - the weight of
the operated side), and histological study (degrees of inflammation and fibrosis).
Results: The order of greatest to lowest weight gain of the animals and presence of
new tissue was MAVU+MDPSCs > MDPSC > MAVU > control, where the
MAVU+MDPSCs group changes the statistically significant differences (p<0.05) in
comparison with the other three groups on days 14, 28 and 42 for the two variables.
The order from lowest to highest percentage of the surface of the lingual back
occupied by PVM, difference in mg between the weight of the control side - the weight
of the operated side, and the degrees of chronic inflammation and fibrosis was
MAVU+MDPSCs > MDPSCs > MAVU > control, where MAVU+MDPSCs changed different
differences (p<0.05) with respect to the other groups on days 2, 14, 28 and 42 for the

percentage of the surface of the lingual back occupied by PVM, and for the difference



in mg between the weight of the control side - the weight of the operated side.
Conclusions: The use of a porcine MAVU and MDPSCs construct for the regeneration of

the lingual musculature of hemiglosectomized rats has proved to be an effective ITRM

treatment for the repair of lesions with PVM.
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INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

1.1 EL CARCINOMA ORAL DE CELULAS ESCAMOSAS (COCE)

El cancer de cabeza y cuello (CCC) supone el 5% de todos los cdnceres
diagnosticados. Las regiones anatémicas afectadas dentro de este grupo incluyen la
cavidad oral, orofaringe, laringe, glandulas salivales y senos paranasales, pudiendo ser
a su vez de origen epitelial, mesenquimal o hematolinfoide. El carcinoma de células
escamosas es el tipo de CCC de origen epitelial mas frecuente en un 90% de los casos
(Gubpta y cols., 2016). En su forma de presentacién bucal, el COCE representa del 2 al
4% del total de neoplasias, 2% en Espafia segun la Sociedad Espafiola de Oncologia

Médica (SEOM) y alrededor del 97% de todos los canceres orales (Weckx y cols., 2019).

1.2 EPIDEMIOLOGIA

En la actualidad estos datos representan un serio problema de salud publica
con tendencia creciente en algunas regiones del mundo. Asi pues, el cancer de labio,
de cavidad oral y el faringeo son los responsables de mas de 500.000 nuevos casos al
afo, 2/3 de los cuales tienen lugar en paises desarrollados. En su conjunto suponen el
3,8% del total de cdnceres diagnosticados en el mundo y se estima que en 2035 estas
cifras de incidencia se eleven un 62% por los cambios demograficos proyectados

(Shield y cols., 2017).

La incidencia global media se calcula en un 5,8 por cada 100.000 en hombres y
en 2,3 por cada 100.000 en mujeres a pesar de un importante aumento en este ultimo
grupo, segun las estimaciones del programa GLOBOCAN 2018 de la Organizaciéon

Mundial de la Salud (OMS).

Regeneracion de la musculatura lingual de ratas hemiglosectomizadas mediante el trasplante de células madre

progenitoras derivadas de musculo sobre matriz acelular de vejiga urinaria de cerdo 1



INTRODUCCION

La edad constituye un factor predisponente de aparicion de cancer oral. Un
gran porcentaje de los casos de COCE tiene lugar en poblacién por encima de 50 afios
de edad, con un pico maximo de incidencia en el rango de 55-64 afios y que que
supone cerca de un 30% del total (Xu y cols., 2018). Sin embargo estudios
epidemioldgicos revelan un cambio de dicha tendencia en las ultimas dos décadas, con
un incremento notable del 6% en la incidencia en adultos jovenes entre los 18-45 afios
y no vinculados a factores de riesgo tan potentes como el tabaco o el alcohol (Fan y
cols., 2014), lo que hace pensar en la implicacién de otros agentes como son los
genéticos inherentes o las infecciones viricas como el virus del papiloma humano (VPH)
(serotipos 16 y 18) (Ng y cols., 2016). Algunos autores sefialan un incremento de la
incidencia de COCE de lengua, base de lengua y amigdala en adultos jévenes que
puede atribuirse al consumo creciente de tabaco y marihuanay a infecciones por VPH,
mientras que otros concluyen de manera precisa en una evolucién mads agresiva de la
enfermedad que deriva en un peor prondstico en este grupo de poblacién (Shiboski y

cols., 2005; Majchrzak y cols., 2014).

Atendiendo a la mortalidad, existen ciertos aspectos a tener en cuenta. Por
término medio la mortalidad del COCE se encuentra por debajo de la mitad del valor
correspondiente a la incidencia. Se estima que en el ano 2018 se registraron en el
mundo 177.384 casos de muerte como consecuencia de la evoluciéon del cdncer oral,
gue supuso una tasa de mortalidad estandarizada global del 2,3 por cada 100.000

habitantes para ambos sexos.

Las tasas de supervivencia del COCE, entendidas como el porcentaje de
personas que sobrevive tras el diagndstico de la enfermedad, también aportan una

idea acerca de la dimension del problema. En la actualidad se calcula una tasa de

Regeneracion de la musculatura lingual de ratas hemiglosectomizadas mediante el trasplante de células madre
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INTRODUCCION

supervivencia global y libre de enfermedad del 56 y 58% respectivamente, y en
concreto del 55% si se tienen en cuenta Unicamente los 5 afios siguientes al
diagnodstico (Ng y cols., 2016). No se evidencia en cambio un incremento significativo
de dichos valores en los ultimos afios, a pesar de los grandes avances y
perfeccionamiento de las diferentes modalidades terapéuticas. Dichos porcentajes
disminuyen de forma considerable hasta el 30% si existen antecedentes de recurrencia
local o a distancia (Wang y cols., 2013; Camisasca y cols., 2011). Por todo ello, los
esfuerzos deben centrarse en la prevencion y el diagndstico precoz de una enfermedad
en la que el estadiaje (clasificacion TNM) va a determinar en gran medida la evolucién

y prondstico del paciente.

1.3 ETIOPATOGENIA

El COCE se define segun la OMS como una neoplasia maligna de origen epitelial,
consecuencia de un proceso de carcinogénesis de los queratinocitos del epitelio de la
mucosa oral. La exposicidn a algunos agentes mutagenos ya sean quimicos, fisicos y/o
microbioldgicos favorecen la aparicion de alteraciones en la secuencia de ADN de la
célula y determinan la transformaciéon hacia un queratinocito sin control sobre la
proliferaciéon celular y con autonomia propia. EI COCE presenta gran variedad de
estadios de diferenciacién de las células escamosas y se caracteriza por su elevada y
temprana capacidad de invasién local a través de la membrana basal subyacente y
posterior metdstasis a ganglios linfaticos cervicales y otras localizaciones a distancia

como el hueso, cerebro, higado y pulmédn.

En la actualidad se desconoce la etiologia exacta del cancer oral, si bien se sabe

gue el origen de la transformacidn de los queratinocitos (carcinogénesis) representa un
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fendmeno multifactorial. No obstante, existen algunos factores claramente vinculados
al desarrollo de la enfermedad ya sean exdgenos, como el consumo de tabaco en sus
diferentes variantes, el alcohol, infecciones localizadas de origen bacteriano, micdtico o
virico, exposicion a toxinas, exposicion prolongada a la radiacién ultravioleta,
malnutricién; o bien enddgenas como la edad, sexo, predisposicidon génetica heredada,

estados de inmunosupresién y antecedentes de lesiones precancerosas.

* TABACO. Adquiere un papel tan importante en la carcinogénesis como en el
carcinoma de pulmodn, laringe o vejiga. Se ha comprobado que la incidencia de
cancer oral es mayor en aquellas personas que han sido grandes fumadoras.
Aproximadamente un 85% de los pacientes con COCE presentan un consumo de
tabaco elevado (mas de 40 cigarrillos al dia) aumentando el riesgo de displasia del

epitelio oral a medida que esta cantidad es mayor.

Los principales agentes carcinogénicos son las particulas de nicotina y el alquitran,
ademas de los gases que se originan durante la combustién como el monéxido de
carbono. Sin embargo existen otros compuestos implicados en la carcinogénesis
gue han sido estudiados ampliamente por su elevado potencial, tales como las
aminas volatiles, hidrocarburos aromaticos derivados del benzopireno, los
benzoantracenos, y las nitrosaminas especificas del tabaco: la nitroso-nor-nicotina
(NNN), la nitrosodimetilamina (NDMA) y el 4-metilnitrosamino-1-3-piridil-1-

butanona (NNK) (Khariwala y cols., 2013).

Estas sustancias, que son generadas durante la combustién del tabaco, ejercen su
accion sobre los queratinocitos de la mucosa oral siendo absorbidos no sélo de
forma local sino también en otras regiones del organismo. La exposicion

prolongada ocasiona dafios severos sobre el ADN de estas células, especialmente

Regeneracion de la musculatura lingual de ratas hemiglosectomizadas mediante el trasplante de células madre
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sobre 6-metilguanina, que interviene en el proceso de replicacién del material

genético (Shimizu y cols., 2019).

La relacién entre el habito tabaquico y la regién anatdmica del cancer oral no esta
claramente establecida, si bien se sefalan algunas areas con mayor frecuencia de

aparicién como la lengua, concretamente en el borde lateral y el suelo de la boca.

Otro aspecto a tener en cuenta es la permanencia del habito durante el
tratamiento. Estudios restrospectivos han demostrado que entre el 34 y el 57% de
los pacientes contindian consumiendo alcohol y tabaco tras el diagnéstico de cancer
oral, condicidn que se asocia a una menor respuesta al tratamiento de radioterapia
y gquimioterapia, a una reduccién significativa de la tasa de supervivencia y a un
aumento considerable de la probabilidad de aparicion de segundas neoplasias

durante esta fase (Ashok y cols., 2017).

* ALCOHOL. Numerosos estudios epidemioldgicos han comprobado que el consumo
de alcohol, con independencia del tabaco, aumenta el riesgo de padecer céncer
oral. El riesgo se acentua a medida que la cantidad ingerida es mayor,
independientemente del tipo de bebida alcohdlica. Se establece que el alcohol
(etanol) ejerce su accion como iniciador o promotor, induciendo cambios
degenerativos en las células epiteliales, tanto de forma directa afectando al
componente lipidico que rodea al estrato espinoso, como de forma indirecta por
los metabolitos resultantes como el acetaldehido. En resumen, permanece clara la
accién carcinogénica del alcohol, sin embargo es muy frecuente el binomio tabaco-
alcohol, al que se le atribuye el 80% de todos los casos de carcinoma de cavidad
oral y orofaringe. El efecto sinérgico reside en la alteracién previa de la barrera

epitelial oral en combinacién con una mayor disolucion de los compuestos
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carcinogénicos del tabaco, que propicia un contacto mads intimo (Jethwa y cols.,

2017; Kumar y cols., 2019)

= INFECCION POR VPH. La asociacién entre infeccién por VPH y carcinoma de cuello de
Utero esta ampliamente aceptada por la comunidad médica, sin embargo, estudios
epidemioldgicos y moleculares recientes afladen evidencias de peso que afirman la
participacién del VPH, especialmente los serotipos 16 y 18, como factor de riesgo
importante en la aparicidén de canceres de cabeza y cuello. Algunos autores han
encontrado cifras elevadas de asociacidn entre VPH y COCE que ronda el 70% de los
casos, mientras que otros se muestran mas discretos con un 20% de resultados
positivos con PCR para ADN del VPH-16 en individuos afectados por COCE de la
cavidad oral, si bien todos ellos defienden la influencia de otros factores (Tanaka y
Alawi, 2017; Pytynia y cols., 2014). El binomio VPH-COCE suele caracterizarse por
una aparicion en edades tempranas (adultos jévenes), ausencia de habitos toxicos
como alcohol y tabaco y una fuerte vinculacion a la practica sexual, particularmente

sexo oral (EI-Motfy, 2014).

A nivel molecular se han identificado ciertos genes como el E6 y E7 presentes en el
genoma virico que tienen la capacidad de disminuir la oncosupresidn. Las
oncoproteinas codificadas E6 y E7, en especial la primera, se unen con gran
afinidad al gen p53 y a retinoblastoma (Rb), induciendo su degradacién y con ello
desestructurando el mecanismo regulador de la proliferacion celular
descontrolada. La sobreexpresion de la oncoproteina E6 vinculada a la infeccién
por el VPH-16 esta fuertemente relacionada con el proceso de carcinogenésis, cuya
deteccidn en suero del paciente constituye una de las bases del diagndstico precoz

de cancer de orofaringe (Beachler y cols., 2016).
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*  PREDISPOSICION GENETICA. El componente genético cumple un papel importante en
el desarrollo del cancer oral, hecho que se aprecia en pacientes adultos jévenes no
vinculados a factores de riesgo como el tabaco y el alcohol, en los cuales se exhibe
un aumento significativo de la fragilidad en ciertos loci de la secuencia de ADN
frente a la exposicidn a ciertos mutagenos. Algunos de los genes mas susceptibles
de sufrir estos polimorfismos hereditarios son TP53, CDKN2A, NOTCH1, CASPS,
FAT1, PIK3CA, la mayoria de ellos localizados en el cromosoma 8. (Gu y cols., 2018;
Brunotto y cols., 2014). Estudios epidemioldgicos muestran un prondstico mas
desfavorable en pacientes jévenes por debajo de los 40 afios de edad con COCE de
lengua, en los que se evidencid un curso mas agresivo de la enfermedad, invasidon
locorregional y recurrencia a largo plazo en comparacién con pacientes de mayor
edad. Los antecedentes familiares también deben ser considerados en la incidencia
del COCE. Autores han demostrado un aumento sustancial del riesgo relativo de
COCE si algun familiar de primer grado habia sufrido previamente la neoplasia,
particularmente si el inicio de la enfermedad habia ocurrido antes de los 50 afios de
edad, en cuyo caso, el riesgo se multiplicaba por dos (Paderno y cols., 2018; Cooper

y cols., 1995).

= LESIONES PRECANCEROSAS. En la etiopatogénesis del COCE se ha observado la
existencia de lesiones previas caracterizadas por una alteracién estructural o celular
del epitelio de la mucosa oral. Definidas por la OMS, como aquellos tejidos con
morfologia alterada que presentan una mayor predisposicion a sufrir una
transformacion neoplasica. Las lesiones precancerosas relacionadas con el COCE
por excelencia son: la leucoplasia, la eritroplasia y la fibrosis oral submucosa. El
liguen plano oral, incluyendo sus seis variantes y el lupus eritematoso discoide

conforman los denominados estados precancerosos (E/ Motfy, 2014).
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1.4 CUADRO CLINICO

El COCE suele debutar en presencia de una tumoracién ulcerada e indurada o
bien como una ulcera indolora, acompanada en gran niumero de casos de adenopatias

cervicales.

El tamafio de las lesiones puede variar de unos milimetros a varios centimetros
de didmetro. Las lesiones iniciales pueden pasar inadvertidas ya que en numerosas
ocasiones son asintomaticas. En estadios tempranos, estas lesiones suelen tener un
aspecto caracteristico en forma de placa de color rojo (eritroplasia) o blanco
(leucoplasia/eritroleucoplasia), en las cuales, un cambio en el color y la textura a la
palpacion orientaran hacia la sospecha de malignidad. A medida que evoluciona la
neoplasia, se puede percibir la presencia de una lesidn ulcerativa que aumenta de
tamano y que no remite con la eliminacion del posible factor etioldgico asociado. La
sintomatologia en esta etapa oscila desde una leve molestia hasta un dolor intenso
sobre todo en regiones moviles como la lengua, hemorragia, parestesias, trismus y
halitosis entre otros. Todas ellas constituyen caracteristicas clinicas inconfundibles, que
en la mayoria de los casos no plantean problema alguno en el establecimiento de un
diagndstico de malignidad, no obstante algunos casos de COCE, principalmente en
estadios tempranos de evolucién pueden inducir a error en el diagndstico, y por ende
en uno de los aspectos mas importantes de cara al tratamiento como es el diagnéstico

precoz (Imagen 1).

Atendiendo a la localizacién, el COCE puede instaurarse en cualquier regién de
la cavidad oral, si bien existen ciertas areas en las que se observa una mayor incidencia.
La mayor parte de los estudios de la literatura coinciden en la lengua como localizacion

mas frecuente, que en algunos casos alcanza el 75-80% de los casos de COCE (Farquhar
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y cols., 2018; Manikandan y cols., 2014). Otros estudios en cambio arrojan valores de
incidencia mas discretos que oscilan entre un 30 y un 40,2% de entre todas las regiones

de la cavidad oral (Ariyoshi y cols., 2008; Brandizziy cols., 2008).

Imagen 1. Paciente con tumoraciéon en borde lateral izquierdo de la

lengua, con escasos meses de evolucion, adenopatia en cadena
ganglionar submandibilar bilateral, dolorosa a la palpacién, de
consistencia indurada y con lecho central ulcerado. Lesion compatible
con COCE.

A la presentacion en la lengua le sigue el suelo de boca, y en menor proporcion
la mucosa yugal, area retromolar, encia adherida y paladar blando. Las dreas menos
afectadas incluyen el dorso lingual y el paladar duro. El labio en especial, alcanza un
porcentaje importante de afectacién en ciertas regiones geograficas con alta

exposicion solar anual.

1.5 DIAGNOSTICO Y PRONOSTICO

El diagndstico de los pacientes con COCE comienza por una correcta y

minuciosa exploracidn de la cavidad oral y de la regidn cervical. Cualquier lesién blanca
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o roja, de tipo exofitico o ulcerativo que persiste durante mdas de 15 dias tras la
eliminacion del posible factor etiolégico debe considerarse como neoplasia hasta que
no se demuestre lo contrario. Ante este tipo de lesiones esta plenamente justificada la
realizacién de una biopsia, que mediante su estudio histopatoldgico, confirmard o
rebatird el diagndstico inicial de presuncion. La muestra debe tomarse del area que se
observe clinicamente mas alterada, o bien de los bordes de la lesidon donde se aprecia
induracién o infiltracién a la palpacién. Debe evitarse siempre la biopsia de tipo
excisional. El resultado histopatoldgico tipico del COCE muestra una proliferacion en
nidos, cordones o islotes neoplasicos que recuerdan en mayor o menor grado al
epitelio escamoso del que derivan, penetrando en el epitelio conectivo a través de la

membrana basal (invasion temprana).

Sin embargo en algunas ocasiones el diagndstico definitivo del COCE precisa el
apoyo de otras técnicas y procedimientos diagndsticos. La mayoria de autores
coinciden en que el TAC y la RMN aportan informacidon esencial de cara al
establecimiento del estadiaje tumoral (TMN) previo al tratamiento como la extensién
de la lesion, infiltracién de grandes vasos y posibles metastasis regionales, facilitando

en gran medida la planificacion del tratamiento y el prondstico de la enfermedad.

Entre otras técnicas que complementan el arsenal de pruebas diagndsticas, de
forma reciente han cobrado importancia aquellas que trabajan con marcadores
biomoleculares (EGFR, Ciclina, D1, Ki67, p53/p63 y pRb), sistemas Opticos de
visualizacidon no invasivos a través de luz quimioluminescente (Vizilite®), fluorescencia
(VELscope™), o por citologia exfoliativa que analiza las alteraciones en las células
descamadas del epitelio oral (Hanken y cols., 2013; Sambandham y cols., 2013). El

analisis de marcadores salivales presentes en la saliva también contribuye al
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diagnodstico. Mds de 100 biomarcadores salivales distintos pueden hallarse con valores
incrementados en pacientes con carcinoma oral, tales como la O6-metilguanina-ADN-
metiltransferasa, citoquinas IL-6 e IL-8, TNFa y la 8-oxoguanina-ADN-glucosilasa

(OGG1), como asi sefialan algunos estudios (Cheng y cols., 2014).

1.6 TRATAMIENTO

El tratamiento del cdncer oral es de cardcter multidisciplinar. En él participan
diferentes especialistas formando comités clinicos, en los cuales se planifica el
tratamiento de la neoplasia de forma protocolizada. En la actualidad, las
recomendaciones y el prondstico se basan principalmente en la estadificacién TNM
tumoral, estado de los margenes quirurgicos, resultado de la biopsia intraoperatoria,
presencia de metdstasis en nédulos linfaticos regionales, y en algunos casos el caracter

de diferenciacion del tumor y la presencia de invasion perineural y perivascular.

En estos momentos el tratamiento de eleccion del COCE queda determinado
por el estadio de evolucion, el tamafio y la localizacion de la lesion. Asi pues en
neoplasias de etapa temprana (estadios | y 1l), el abordaje quirdrgico convencional, la
cirugia minimamente invasiva y la radioterapia con preservacion funcional y anatdmica
de la region orofaringea plantean resultados similares. En etapas mas avanzadas
(estadio Il y IV) se recurre a modalidades no quirurgicas mediante radioterapia y/o
guimioterapia Unicamente o bien cirugia resectiva con amplios margenes de seguridad
acompafiada por radioterapia/quimioterapia coadyuvante (Infante-Cossio y cols.,
2015). Sin embargo, la incorporacién de la quimioterapia postoperatoria arroja cierta
controversia. Mientras que algunos autores demuestran una mejora del control

locorregional en pacientes de alto riesgo con resultado positivo de margenes
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quirargicos, otros estudios de seguimiento a largo plazo no demuestran un incremento
significativo en la tasa de supervivencia y en la preservacion funcional. Asimismo la
guimioterapia esta asociada a una toxicidad sistémica aguda o tardia y a elevadas tasas
de morbilidad, frecuentemente relacionadas con una disfunciéon en la deglucién

(Huang y cols., 2017).

Sin embargo, a pesar del tratamiento existen altas tasa de neoplasias orales
secundarias. Entre un 30 y un 47,4% de los pacientes tratados sufren al menos una
recurrencia o un segundo tumor primario, por tanto son numerosas las investigaciones
gue avalan la importancia de examinar el drea que rodea a la lesidn de cancer con el fin
de evaluar los posibles riesgos y establecer un manejo satisfactorio de la enfermedad.
Estudios celulares y moleculares demuestran que aquellas células genéticamente
alteradas o dafiadas penetran a lo largo de la mucosa, en el tejido clinica e
histolégicamente normal que se encuentra periférico a la lesiéon. Esta infiltracion
localizada tiene la capacidad de iniciar un nuevo proceso neoplasico y se piensa que
puede ser el responsable de las elevadas tasas de recurrencia en localizaciones

primarias del COCE, concretamente entre el 10 y el 30% (Weckx y cols., 2019).

En consecuencia, el protocolo de cirugia va encaminado a extirpar el area del
COCE incluyendo un margen de seguridad de mucosa oral aparentemente sana, con
objeto de incluir la infiltracién perilesional. Aparecen dos tendencias quirdrgicas: un
abordaje resectivo funcional, mds conservador, el cual intenta tomar unos margenes de
seguridad tan reducidos como sea posible, lo que se traduce en una mayor
probabilidad de resultado positivo en margenes quirudrgicos tras la intervencion y en un
mayor riesgo de recurrencia; o bien, optar por una cirugia ablativa mas agresiva con

amplios margenes, que implica severas complicaciones estéticas y funcionales, sobre
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todo en localizaciones como la lengua, presentacion mds frecuente dentro de la

cavidad oral.

Los pacientes con COCE de lengua en concreto, requieren tratamientos
quirdrgicos a menudo mutilantes que van desde incisiones moderadas de mucosa y
tejido muscular a hemiglosectomias y en algunos casos a glosectomias totales. La
técnica de incisiéon amplia consiste en la extirpacion de la totalidad de la lesién
tomando margenes de mucosa de alrededor de 1,5 cm desde el drea afectada visible y

palpable, realizando las incisiones en profundidad (Imdgenes 2 y 3).

Imdgenes 2 y 3. Intervencién quirurgica de COCE de lengua. Excision, rotacion de los bordes hacia la linea

media y sutura longitudinal convencional.

Por otro lado, la hemiglosectomia constituye un tratamiento mdas agresivo y se
realiza practicando una incisién longitudinal desde el vértice lingual hasta el agujero
ciego, abarcando en profundidad desde el pilar anterior del velo del paladar hasta el
suelo de la boca. El musculo geniogloso es desinsertado de la mandibula, los musculos
estilogloso, hiogloso, faringogloso, palatogloso, amigdalogloso, longitudinal inferior,
longitudinal superior y transverso seccionados vy la arteria lingual ligada. Finalmente el
defecto quirurgico puede suturarse de dos formas: mediante una rotacién en sentido
posterior de del vértice lingual y unién al borde remanente posterolateral de la base, o
bien a través de una sutura longitudinal en sentido anteroposterior uniendo los bordes

quirurgicos dorsal y ventral de |la herida (Montinaro y Boston, 2013).
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La glosectomia total se reserva para casos de COCE con un estadiaje mas
avanzado. Dicha intervencién implica la reseccién completa del érgano lingual,
preservando en la mayoria de casos la epiglotis y el hueso hioides y suele ir
acompafiada de un vaciamiento cervical radical donde se lleva a cabo linfadenectomia
de todos los niveles ganglionares de la regidon, extirpacion de la glandula
submandibular, la porcién inferior de la pardtida, nervio accesorio, vena yugular

interna y musculo esternocleidomastoideo (Figuras 1y 2).

Figura 2. Musculatura afectada en la

Figura 1. Incisiones practicadas en la

hemiglosectomia. Sobotta. Anatomia Humana 222 ed
técnica de hemiglosectomia.

Sobotta. Anatomia Humana 222 ed

Las consecuencias postquirdrgicas derivadas de dichos procedimientos son
devastadoras y afectan a la mayoria de las funciones como la fonacién, la deglucidn, la
masticacion y la respiracién, ademas de conllevar un elevado riesgo de
broncoaspiraciéon de sélidos por aumento de la permeabilidad de las vias aéreas
superiores, y con ello un considerable impacto negativo en la calidad de vida de estos
pacientes. Por todo ello, la reconstruccién de los defectos quirdrgicos se torna
indispensable y debe hacerse de manera inmediata a la reseccidn del tumor. En este

sentido, aparece la cirugia reconstructiva entendida como tal, aquella cuyo objetivo es
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la restitucion de la anatomia lingual, y en la medida de lo posible, la funcionalidad del

6rgano (Tong y cols., 2016).

Las opciones reconstructivas del defecto lingual deben por tanto tener en
cuenta dos aspectos: mantener la movilidad del érgano y proporcionar volumen.
Conseguir estética en este procedimiento comporta un papel secundario. Asi pues, en
glosectomias que involucran en torno al 30-50% del volumen de la lengua, se hace
especial hincapié en mantener la movilidad del tejido restaurado mediante injertos o
colgajos pediculados (Infante-Cossio y cols., 2015). Entre estos colgajos locorregionales,
el colgajo de isla de paladar, el submental y el miomucoso buccinatorio constituyen
opciones ideales para la reconstruccion de defectos orofaringeos de reducido tamafio.
Por otro lado, cuando el volumen remanente tras la reseccién es inferior al 30%
respecto del original, la tendencia restauradora se desplaza hacia una preservacion del
volumen para facilitar la deglucién y proteger la permeabilidad de la via aérea. La

técnica quirurgica elegida en estos casos son los colgajos libres microvascularizados.

En general, la cirugia de colgajos libres microvascularizados es considerada el
patrén de oro en la reconstruccion de defectos severos en cabeza y cuello, con una tasa
de éxito que se sitla entre el 85-95% (Marttila y cols., 2018). El colgajo ideal debe
poder restaurar las funciones principales de la lengua mediante el manejo de distintos
fasciculos musculares en conjunto con areas cutdneas, ademas de un cierto potencial
de reinervacién sensitiva y motora. Segun esto, el cuerpo del colgajo debe tener un
tamano y la flexibilidad que aseguren el contacto con la red vascular receptora, un
calibre adecuado de los vasos incluidos en él que favorezca la anastomosis y la
disponibilidad de un nervio cutaneo, en los casos en los que se busca la reinervacion.

Otros criterios a tener en cuenta estan relacionados con el area donante, la cual debe
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tener la suficiente cantidad de tejido para permitir la toma del colgajo, ademds de
posibilitar un cierre primario de la herida quirdrgica de manera sencilla asegurando

una minima morbilidad.

En los ultimos 30 anos, la cirugia microquirdrgica ha evolucionado de forma
considerable dando lugar a los diferentes tipos del colgajos para la reconstruccion de
defectos linguales en el intento de mejorar la calidad de vida de los pacientes
afectados. El mas utilizado es el colgajo libre radial de antebrazo en sus distintas

variantes seguido del colgajo libre anterolateral (Imdgenes 4-7 y Figura 3).

Imagen 4. Disefio del colgajo libre radial de antebrazo. Imagen 5. Diseccién y extracion cuidadosa del injerto.
Imagen 6. Presentacion del colgajo libre extraido en el que se observan el pediculo vascular preparado para

anastomosis. Fuente: Yang XD, Zhao SF, Zhang Q, Wang YX, Li W, Hong XV et al. Use of modified upper arm free

flap for reconstruction of soft tissue defect after resection of oral cancer. Head Face Med 2016;12:9.

Imagen 7. Colgajo libre radial de doble paleta cutdnea Figura 3. Reconstruccién lingual
mediante injerto. Fuente: Acosta-Feria M,
Infante Cossio P, Garcia Perla B, Torres
Carranza E, Belmonte Caro R. Colgajo
libre radial de doble paleta cutdnea para
la reconstruccion de lengua y suelo de
boca. Rev Esp Cir Oral y Maxilofac
2006,28:287-94.
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Otras técnicas que proporcionan volumen al tejido sano remanente son el
colgajo miocutdneo recto abdominal, latissimus dorsi miocutaneo, pectoral mayor, y

colgajo en isla del musculo trapecio.

Sin embargo, la disposicion y complejidad de las fibras musculares que
componen la lengua junto con el extraordinario rango de movimientos que presenta,
hacen de la restauracion completa uno de los grandes retos de la cirugia oral y
maxilofacial. En la actualidad, los esfuerzos de las técnicas reconstructivas van
encaminados a la mera preservacién volumétrica y a una movilidad aceptable del
mufién residual tras la hemiglosectomia. Por todo ello, los colgajos vascularizados e
inervados se encuentran todavia lejos de conseguir la restauracion total de la lengua
original, pues cuentan con una serie de inconvenientes como: la pérdida de volumen a
largo plazo debido a la atrofia progresiva del injerto y el colapso en el suelo de boca
por efecto de la gravedad (que en el mejor de los casos proporcionan al paciente un
movimiento exclusivamente unidireccional y una reinervacidon y revascularizacion
incompletas). La necesidad de un darea extraoral donante que requiere ablacién
quirudrgica, con las complicaciones que ello conlleva, son algunos de los efectos no
deseados derivados de la intervencion. Como resultado, los pacientes obtienen una
mejora de las funciones como la deglucidn, la fonacién y la proteccion de la via aérea,

aunque en un grado subéptimo (Copelli y cols., 2017).

La literatura cientifica también ha descrito nuevos avances y lineas de
investigacion. Entre estos, el trasplante total de lengua, como el realizado por Haughley
y cols. (Haughley y cols., 1999), presentandose como alternativa en la reconstruccién
de defectos linguales. En el estudio se evalué el éxito del trasplante alogénico

microneurovascular de lengua en 10 animales de experimentacién, y aunque los
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resultados histolégicos evidenciaron una reinervacién de los nervios hipogloso y
lingual, junto con una preservacion muscular y del estroma epitelio-conectivo,
unicamente un 50% de los casos experimentaron una recuperacion clinica y funcional
satisfactoria. A la luz de estos resultados, cabe pensar en una posible aplicaciéon en
humanos, sin embargo los problemas de rechazo inmunoldgico derivados del

alotrasplante hacen inviable esta opcidn terapéutica.

No obstante, es otra tendencia terapéutica la que arroja un futuro prometedor
en el tratamiento reconstructivo de dichos defectos, minimizando tanto las
consecuencias quirurgicas derivadas de los injertos y colgajos, como el rechazo
inmunolégico inherente a los transplantes, bien sean alogénicos o xenogénicos.
Aparece por tanto la ingenieria tisular como una alternativa de peso a dichas opciones
reparadoras. Si bien los resultados obtenidos que aparecen en la bibliografia cientifica
son alentadores, continda siendo un campo dentro de la medicina en vias de

experimentacion.

1.7 INGENIERIA TISULAR

La ingenieria tisular o medicina regenerativa es el area cientifico-médica basada
en el uso de células vivas, manipulacion del entorno extracelular y creacion de
sustitutos bioldgicos para su posterior implantacion en el organismo vivo, con el
objetivo de reparar o reemplazar la anatomia y funcién de un drgano o tejido.
Aparecen dos pilares basicos sobre los cuales se sustenta la ingenieria tisular, a saber,
el aislamiento, cultivo y expansién de poblaciones celulares aisladas, determinadas por

el tipo de tejido a regenerar y por otro lado, el uso de andamiajes o scaffolds
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biocompatibles, encargados de proporcionar el medio adecuado para el desarrollo y

diferenciacidén celular.
1.7.1 COMPONENTE CELULAR. CELULAS MADRE

Los incesantes esfuerzos en la investigaciéon de células madre en las Ultimas
décadas, han desvelado diferentes caracteristicas que hacen de estas lineas celulares

una herramienta esencial en la regeneracién de tejidos (Seetharaman y cols., 2019):

* Indeferenciacion: las células madre no poseen rasgos fenotipicos presentes
en las células diferenciadas de los tejidos del organismo adulto, caracteristica que

se hace patente sobre todo a nivel morfolégico.

» Autoperpetuacién: las células madre poseen la capacidad proliferar y
expandirse mediante divisiones mitéticas que dan lugar a nuevas células de
caracteristicas idénticas. Con los estimulos necesarios, las células madre presentes
en un tejido, pueden mantener constante la poblacidn o incrementarla, para hacer

frente a las necesidades especificas, incluida la regeneracion tisular.

* Potencialidad: existen ciertas sefiales que de forma natural o reproducidas
en estudios experimentales in vitro hacen abandonar el estado de indiferenciacién
de una célula madre para transformarse en cualquier tipo de célula que integra el

tejido de un organismo adulto.

Asi pues, en funcidn de la potencialidad de diferenciacién de las células madre
en diferentes lineas celulares, se pueden distinguir diferentes tipos (Bozdag y cols.,

2018):

* CELULAS MADRE TOTIPOTENTES. Aparecen en estadios iniciales del

desarrollo del embridon, concretamente en el proceso de segmentacién del dvulo
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fecundado. Poseen la capacidad de formar un organismo completo por si mismas,
ya que pueden derivar tanto en células embrionarias de cualquier hoja
blastodérmica (endodermo, mesodermo y ectodermo) como en células

extraembrionarias (placenta, corion, alantoides y saco vitelino).

= CELULAS MADRE PLURIPOTENTES. Su potencialidad se limita a cualquier tipo
celular perteneciente a las tres hojas blastodérmicas embrionarias ya mencionadas.

Dentro de estas células troncales a su vez aparecen:

- Células Madre Embrionarias (CME) que son obtenidas de la masa
celular interna del blastocisto, originado en la etapa temprana de desarrollo
embrionario. A pesar de su alta capacidad de diferenciacién vy
autorrenovaciéon que le otorgan un papel importante en el tratamiento
eficaz de diferentes patologias como degeneraciéon macular, diabetes, y
daino de tejido nervioso en médula espinal como muestran algunos estudios
(Watson y cols., 2012), no esta exento de complicaciones. La posibilidad de
rechazo inmunolégico al tratarse de un injerto alogénico, la dificultad de
“guiar” la diferenciacién hacia las diferentes lineas celulares de forma
completamente eficaz, la alta probabilidad de desarrollo de teratomas en el
organismo implantado y los aspectos éticos derivados de la obtencion en el
embrion son algunas de las barreras en el tratamiento de la regeneracién

mediante CME.

- Células Madre Pluripotentes Inducidas (CMPi) reconocidas por los
estudios de Pessba y cols. en 2006 (Pesséa y cols., 2006) ofrecen un gran
potencial terapéutico en medicina regenerativa. Se obtienen a través de la

reprogramacioén de células somaticas obtenidas del mismo organismo adulto
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mediante transformacion epigendmica. La integracion de 4 factores de
transcripcion (Otc3/4, Sox2, KIf4 y c-Myc) con la ayuda de diferentes técnicas
(transformacién retroviral, integracién lentiviral o utilizacién de vectores
episomales) dotan a la célula somatica de un estado pluripotencial inducido
idéntico al que posee una célula madre (Pimentel y Murcia., 2017). Sin
embargo, las secuencias génicas introducidas de forma permanente en las
CMPis pueden dar lugar a alteraciones como la reactivacion del
protooncogen c-Myc, hecho que se traduce en un aumento del riesgo en el

desarrollo de una neoplasia.

= CELULAS MADRE MULTIPOTENTES. La potencialidad de la célula madre
gueda reducida exclusivamente a la hoja blastodérmica a la que pertenece, bien
sea endodermo, mesodermo o ectodermo. Las células multipotentes por excelencia
son las células madre mesenquimales (CMM) que pueden ser aisladas de diferentes
tejidos como el adiposo, muscular, médula dsea y de cordén umbilical. Representan
poblaciones celulares de morfologia similar al fibroblasto cuando son cultivadas in
vitro, cuyo propdsito es la de conservacién del tejido en el que residen mediante
divisién asimétrica concediendo a una célula progenitora idéntica y a otra célula de
amplificacion transitoria (CAT), la cual sufrird numerosos procesos de mitosis con el
fin de expandir la poblacién celular. En ocasiones las CATs se transforman en células
postmitédticas, las cuales sufren Unicamente un proceso de diferenciacidon hacia
células terminales, aboliéndose en ellas la mitosis como mecanismo de proteccién
frente a divisiones celulares continuas y posibles fendmenos neoplasicos. Dicho
potencial de diferenciacién engloba numerosas estirpes celulares del mesodermo
incluidos adipocitos, mocitos, condrocitos y osteoblastos. Por otra parte, algunos

estudios han demostrado funciones adicionales como la inmunomoduladora y la
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actividad angiogénica de las CMMs a través de la secrecion de diferentes factores,
gue aportan resultados muy favorables en ensayos clinicos centrados en el
tratamiento de enfermedades de entidad inflamatoria, cardiovascular o que cursan
con dafio severo de tejido nervioso, cartilago y hueso (Fu y cols., 2016; Squillaro y

cols., 2016) (Figura 4).
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Figura 4. Actividad inmunomoduladora de las CMMs. Fuente: Miranda Rodriguez A, Galvan Cabrera J,

de Ledn Delgado J. Inmunomodulatory properties of mesenchymal stem cells. Revista Cubana de

Hematol, Inmunol y Hemoter. 2015; 31(1):20-31.

En resumen, las células madre pueden diferenciarse en diversos tipos de células
en funcién de ciertas situaciones o estimulos (ligandos o factores de crecimiento) que
se originan en los tejidos en que habitan. De ello cabria esperar, que el trasplante de
ciertas células madre en tejidos danados o andmalos puede suponer un procedimiento
sencillo en el tratamiento de numerosas patologias, sin embargo se contemplan serias
dificultades en la manipulacion de dichas células, sobre todo relacionadas con la

expansioén ex vivo de estas poblaciones y con la pobre viabilidad celular conseguida en
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el tejido u dérgano receptor. Aparecen dos factores anadidos dentro de la ingenieria
tisular como son los ligandos y la matriz extracelular, que componen el llamado “nicho”
o entorno extracelular, indispensable para la supervivencia de la célula madre y con el
cual establece una compleja interaccién mediante sefiales estructurales, eléctricas y

bioquimicas.

1.7.1.1 Células Madre Progenitoras Derivadas de Musculo (CMPDMs)

En el presente estudio se escogieron las células madre progenitoras derivadas
del musculo esquelético (CMPDMs) como linea celular encargada de la regeneracién
tisular mediante su cultivo y posterior diferenciacidon en las diferentes estirpes del
tejido dafiado. Asi pues, con las sefiales extracelulares adecuadas, las CMPDMs pueden
llegar a diferenciarse en mioblastos, osteoblastos, condroblastos e incluso en células
hematopoyéticas y neurales. Entre las ventajas que aportan las CMPDMs sobre otras
poblaciones se encuentran el acceso relativamente sencillo al tejido en que residen
(musculo esquelético), el requerimiento de una cantidad reducida de tejido muscular
para su obtencion y la sencillez en el procedimiento de aislamiento y expansion ex vivo.
Por otro lado la presencia de estas células progenitoras en el organismo adulto
(aunque en menor proporcién que en el embrién y posterior neonato) brinda la
oportunidad del tratamiento autdlogo de lesiones de diversa indole, eliminando por
completo la posibilidad de cualquier rechazo por el sistema inmune del individuo

(Lavasani y cols., 2013).
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1.7.2 COMPONENTE EXTRACELULAR. MATRIZ ACELULAR. MAVU

El otro pilar, la matriz extracelular (MEC), se compone del entramado o
andamiaje fisico construido por las propias células mediante la secrecién de diversas
proteinas. Sin embargo, el papel que desempefia no es Unicamente el de soporte de
forma pasiva, sino que también regula el comportamiento de las células en una
relacion de reciprocidad dindmica descrita por Bornstein y Sage en 2002 (Bornstein y
Sage, 2002). La MEC juega un papel critico en la viabilidad y diferenciaciéon de las
células madre en virtud de propiedades intrinsecas como la composicion proteica,
disposicion de receptores para ligados celulares, y fisicas como la elasticidad y rigidez.
Aunque el estudio simultaneo in vitro de todas estas propiedades resulta de gran
complejidad, existen numerosos estudios que examinan de forma aislada algunas de
ellas, arrojando resultados prometedores, asi pues Huebsch y cols. (Huebsch y cols.,
2015) afirman la existencia de vias de mecanotrasduccion intimamente relacionados
con el médulo de elasticidad de la MEC, que guian la diferenciacién en osteoblastos y
regeneracion dsea; Sung y cols. (Sung y cols., 2018) demostraron una estrecha relacion
entre de las propiedades mecdnicas del entorno y la viabilidad de CMEs mediante la
creacién de capsulas de gelatina coloidal y Arshi y cols. (Arshi y cols., 2013) llegaron a la
conclusién de que sustratos con elevada rigidez favorecian la diferenciacion de CMEs

en cardiomiocitos en un estudio en ratones.

Bajo el nombre de integrinas se engloban a un conjunto de receptores de
superficie de membrana, a través de los cuales la célula interactia con los
componentes de la MEC. Dichos receptores estan involucrados en procesos celulares

tan importantes como la expansidn, adhesion, migracién y diferenciacion y transfieren
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sefiales quimicas y mecdnicas a la célula en cuestién. La naturaleza y numero de

integrinas son especificas de cada célula vy tejido (Figura 5).
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Figura 5. Interaccion de la célula madre con el microentorno o nicho.
Fuente: Madl C, Heilshorn S, Blau H. Bioengineering strategies to

accelerate stem cell therapeutics. Nature 2018;557:335-41.

Centrando la atencion en los andamiajes biolégicos obtenidos de matriz
extracelular (MEC) xenogénica, aparecen referencias de su utilizacion de manera
satisfactoria en estudios animales preclinicos y en aplicaciones clinicas en humanos
para la reconstruccion de una gran variedad de tejidos musculares incluyendo eséfago,
miocardio, tunica muscular de vasos sanguineos, pero especialmente musculo
esquelético. Los mecanismos responsables de la respuesta remodeladora contindan sin
ser esclarecidos hasta la fecha. Se piensa que intervienen diferentes procesos de
reclutamiento de células pluripotenciales y diferenciadas, angiogénesis, neoformacion

de tejido nervioso que originan una aposicion estructurada de tejido y una rapida
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degradacion de la MEC implantada (Kochupura y cols., 2005; Ota y cols., 2017; Valentin

y cols., 2010; Badylak, 2004).

Desde sus inicios en el campo de la medicina regenerativa, se han propuesto
numerosas variantes de matriz acelular, en funcidn del tejido originario, como son la
derivada de submucosa intestinal: Surgisis®, Stratasis® (Cook, Estados Unidos), Oasis®
(Healthpoint, Estados Unidos); o aquellas de origen dérmico: Alloderm® (BioHorizons,
Estados Unidos), DermaMatrix® (Synthes, Estados Unidos) y SurgiMend® (TEI
Biosciences, Estados Unidos) entre otras. Sin embargo, aplicaciones mas recientes en la

materia han encontrado en otros drganos un importante y eficaz reservorio de matriz

acelular como es el caso de pulmén, higado, rifidn y vejiga urinaria.

Concretamente, la matriz extracelular obtenida de vejiga urinaria porcina,
representa un excelente andamiaje para la regeneracién tisular, segin demuestran
numerosos estudios de la literatura. Esto es debido a las espléndidas propiedades que
brinda: su caracter acelular evita cualquier tipo de respuesta inmunitaria de rechazo
del injerto por parte del organismo receptor, adecuada estabilidad dimensional y
resistencia mecdnica, la presencia de diversas moléculas como proteinas de adhesion
celular (coladgeno, acido hialurdnico, proteoglicanos, glucosaminoglucanos, elastina y
fibrina) y gran numero factores de crecimiento y enzimas. Estas caracteristicas hacen
de la Matriz Acelular de Vejiga Urinaria (MAVU) un andamiaje de soporte celular que
acelera y favorece la regeneracion de defectos tisulares, entre ellos el musculo

esquelético (Pokrywczynska y cols., 2015).

1.7.2.1 Preparacién de la MAVU

Las primeras referencias de la MAVU en la literatura cientifica y de los métodos

empleados para su obtencidén a partir de la vejiga urinaria porcina datan de 1975 por
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Meezan y cols. (Meezan y cols., 1975). Desde entonces se han propuesto numerosas
técnicas de preparacién basadas en ligeras modificaciones que los distintos autores

han ido aplicando, hecho que demuestra la viabilidad y eficacia de la matriz.

El procedimiento para la obtencién final de la MAVU puede dividirse en tres
fases: mecanica, fisica y bioquimica o enzimatica. En los primeros pasos se lleva a cabo
un desbridamiento mecdnico de las capas histolégicas adyacentes en contacto con el
estrato de interés, la [dmina propia. De este modo se separan y descartan las tunicas
adventicia, muscular y mucosa con una traccién consistente pero cuidadosa, disecando
la capa histoldgica en cuestion. La segunda fase somete a la MEC a un proceso fisico de
enfriamiento, liofilizacion y cambios de presién que inician la descelularizaciéon por
choque térmico y la consiguiente lisis celular. La fase enzimatica prosigue con la
aplicacion de diferentes reactivos: Azida de sodio (NaNs), Desoxicolato de sodio (DCNa),
DodecilSulfato sédico (SDS), soluciones hiper e hipotdnicas, Triton X-100 e Hidroxido de
amonio (NH4OH), que completan la descelularizacién con una reaccién mas agresiva

sobre el componente celular. El protocolo finaliza con el examen histolégico (tincién

con Hematoxilina-Eosina) e inmunohistoquimico (anticuerpos frente a X-actina) que

dictaminan la acelularidad de la matriz resultante.

Sin embargo, existe evidencia de alteracién de la estructura nativa de la MEC
durante el procedimiento, dependiendo de la técnica empleada, en cualquiera de las
tres fases. Se ha demostrado que la direccion en la que se desbridan las diferentes
tunicas (fase mecdnica) cumple un papel crucial en la preservacién de la estructura
reticular de la MEC y con ello, la conservacién de las propiedades mecanicas

intrinsecas. El colapso de la reticula fibrilar provoca no solo un mal comportamiento
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estatico y dindmico en el tejido receptor, sino que también dificulta seriamente la

capacidad de adhesién celular.

1.7.2.2 Composicion de la MAVU

La MAVU se compone esencialmente de colageno, elastina, laminina,
fibronectina, glucosaminoglicanos (GAGs) y diversos factores de crecimiento. Algunos
ensayos en animales de experimentacion y clinicos revelan la similitud existente entre
la MAVU obtenida de rata, porcina y humana, si bien esta coincidencia es aun mayor
entre las dos ultimas, las cuales presentan mayor componente eldstico. El coldgeno
aparece en sus diferentes variantes (tipo I, II, Il y 1V), siendo el tipo | y IV el
predominante en la especie porcina (Chun y cols., 2007, Farhat y cols., 2006),
principales responsables de la distribucion de fuerzas en la vejiga urinaria y por tanto
en la MAVU (Badylak y cols., 2004). Se confirma la presencia de laminina vy
fibronectina, con una ligera reducciéon cuantitativa asociada al procedimiento de
descelularizacién. La primera cumple un papel esencial en el fendmeno de adhesién
celular al colageno tipo IV a la vez que estimula la neovascularizaciéon por inducir la
diferenciacién de las células progenitoras a endoteliales. La fibronectina por otro lado,
favorece la integracién y proliferacién de la poblacidon celular implantada en la

estructura reticular.

En cuanto a los factores de crecimiento presentes en la MAVU, aparecen dos
tendencias dependiendo de su procedencia. El origen enddégeno queda demostrado
con la presencia de factores de crecimiento que permanecen en la matriz tras la
descelularizacién. Sin embargo, no se puede determinar la distribucion homogénea ni
la cantidad exacta remanente, pues se piensa que su actividad queda bloqueada por

los procesos fisicos y quimicos aplicados a la MEC, que inducen la desnaturalizacion

Regeneracion de la musculatura lingual de ratas hemiglosectomizadas mediante el trasplante de células madre

progenitoras derivadas de musculo sobre matriz acelular de vejiga urinaria de cerdo 28



INTRODUCCION

proteica de dichos factores. Otra tendencia, es la incorporacion de factores de
crecimiento de origen exdgeno. Uno de los mas estudiados es el bFGF (Factor de
crecimiento fibrobldstico). Aplicado de forma muy sencilla mediante la rehidratacién
de la MAVU liofilizada por inmersién en suero de bFGF, demuestra un aumento de la
actividad angiogénica, indispensable en el fendmeno de regeneracidon, segun
demostraron Youssif y cols. (Youssif y cols., 2005). Otros factores ampliamente
estudiados son el HGF (Factor de crecimiento de hepatocitos), PDGF-BB (factor de
crecimiento derivado de plaquetas-BB), IGF-1 (factor de crecimiento insulinico 1), HB-
EGF (factor de crecimiento epidérmico ligado a heparina) y VEGF (factor de crecimiento
endotelial vascular) y NGF (factor de crecimiento nervioso). Es sabido que la adicién de
dichos factores a la MAVU incrementa la angiogénesis, neovascularizacion y
reinervacion en los tejidos receptores, no obstante la limitada capacidad de unién a la
matriz y su corto periodo de actividad en comparacion a aquellos de caracter
enddégeno explican la falta de evidencia cientifica que demuestre resultados
significativamente superiores de MAVU + bFGF versus MAVU (Chen y cols., 2011). A
pesar de las ventajas que aportan, la reducida vida media, la rdpida e incontrolable
difusidn en la MAVU y el desconocimiento de la dosis dptima propician el desvio de los
esfuerzos en investigaciéon en favor de las poblaciones celulares que repueblan la

MAVU.

1.7.2.3 Estructura tridimensional de la MAVU

La microestructura de la MAVU se compone de un entramado fibrilar con
espacio irregular disperso (Li y cols., 2016) en la que se diferencian claramente dos
caras bajo microscopio electrénico de barrido. La cara superior, en contacto con la

membrana basal que sustentaba el epitelio de transicién previo a la descelularizacion,
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presenta una alta densidad reticular. En la cara inferior, que corresponde a la ldmina
propia, aparece una reticula menos densa, compuesta fundamentalmente por
colageno, lugar en donde residen las cualidades que favorecen la integracién vy
proliferaciéon de las células implantadas. El tamafio de los espacios intra-reticulares,
comporta un papel fundamental en dicha capacidad y se ve afectado por las diferentes
técnicas de obtencion de la MAVU. Espacios demasiado grandes dificultan la
repoblacién celular, debido a un descenso en la proporcion superficie-volumen que
implica baja densidad de ligandos. Se ha confirmado que la incorporacién de algunos
compuestos como el acido hialurénico disminuyen el tamafio de los poros en la malla
fibrilar, favoreciendo la adhesiéon celular (Pokrywvzynska y cols., 2015). En el otro
extremo, una gran reduccién del tamafio de los espacios intra-reticulares, conlleva una
impermeabilidad que dificulta la difusion de la suspension celular y factores de

crecimiento.

1.7.2.4 Propiedades de la MAVU

Aunque la densidad de la estructura reticular de la MAVU difiere de la matriz
extracelular nativa, la porcién fibrilar se mantiene practicamente invariable a nivel
cuantitativo y cualitativo. El coldgeno, constituyente mayoritario, determina las
propiedades mecanicas de la matriz acelular dependiendo de la proporcion y tipo
presentes. El coldgeno tipo | y IV preservados dotan a la MAVU de un médulo eldstico
similar al presente en la vejiga urinaria, si bien algunos autores han obtenido valores 3
veces superiores en favor de la matriz procesada (Dahms y cols., 1998). Alun asi se
mantiene por debajo de la MAVU de rata, con un mayor contenido de colageno tipo | y
menor presencia de fibras eldsticas. La implantacion de varias capas de MAVU no

parece aumentar de forma significativa la resistencia a fuerzas tensiles (Eberli y cols.,
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2011). Dichas propiedades mecdnicas pueden verse afectadas por los diversos
procedimientos previos a la implantacion como la lioflizacién, esterilizacién vy
almacenaje. Con la liofilizacién se confirma un aumento de la impermeabilidad que
dificulta a nivel microscépico la rehidratacion y manipulacién de la matriz, y a escala
microscépica la difusidn de la suspensién celular través del andamiaje. La esterilizacion
también influye de forma directa. De los diferentes métodos existentes: éxido de
etileno, radiacion gamma y bombardeo con electrones, se confirma una preservacién
de las cualidades mecénicas con ciclos templados de oxido de etileno. El tratamiento
con radiacién y bombardeo de particulas, conlleva una reduccién en la resistencia a
fuerzas de traccion. Por otro lado, un tiempo de almacenamiento superior a los 12
meses parece tener un impacto directo sobre la resistencia del biomaterial, aunque sin
evidencias significativas al respecto (Freytes y cols., 2006). En definitiva, tanto los
protocolos de descelularizacion como los de procesado posterior deben ser tenidos en
cuenta, ya que afectan a las propiedades biomecanicas de la MAVU, responsables
directas de su comportamiento estatico y dindmico en el tejido receptor, sobre todo en

organos dotados de gran movilidad como en el caso de la lengua.

La inmunocompatibilidad constituye el patrén de oro que hace de la MAVU un
biomaterial xenogénico con un excelente comportamiento. Las proteinas y demas
antigenos presentes en la MEC sufren una desnaturalizacidon y desaparecen durante la
fase fisica y enzimatica de procesado. Por ello, se reduce al minimo la posibilidad de
respuesta inmune vy ulterior rechazo inmunoldgico que impida el tratamiento
regenerativo. También se ha estudiado su capacidad antibacteriana inherente a la
matriz. Algunos péptidos de bajo peso molecular incluidos en su composicién actian

frente a algunas bacterias Gram+ y Gram-. La actividad antibacteriana queda recogida
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en algunos estudios, en los que se afirma una inhibicién en la adhesion de los péptidos

de la pared celular de S. aureus y E. coli a la estructura de la MAVU (Song y cols., 2014).

La angiogénesis, responsable de la formacién temprana de un rico entramado
vascular en el interior de la reticula de la MAVU determina la nutricién y aporte de
oxigeno de las células integradas en su interior. Por ello, desempefia un papel
fundamental en el éxito y viabilidad a largo plazo del tratamiento regenerativo. Como
ya se ha mencionado, los factores de crecimiento inherentes a la matriz acelular
estimulan la sintesis de VEGF que inician la neoangiogénesis. No obstante, otros
factores como el bFGF también desencadenan este fendmeno. Unicamente queda por

esclarecer los valores concretos de dosis y método de difusién (Zhou y cols., 2013).
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2. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

2.1 JUSTIFICACION

La lengua es un érgano movil, impar y simétrico localizado en el interior de la
boca. Este drgano versatil desempefia importantes funciones como la masticacion, la
deglucién, el lenguaje y el sentido del gusto; actuando también como via de absorcién
en su porcion ventral y como mecanismo de proteccién mediante el tejido linfoide de
las amigdalas linguales (Dalesio y cols., 2018). Gran parte de su multifuncionalidad se
debe a la compleja anatomia de la musculatura lingual, que tiene su origen en células
musculares emigradas de los somitas occipitales, compuesta por diecisiete musculos
(intrinsecos y extrinsecos), ocho de ellos pares (geniogloso, estilogloso, hipogloso,
palatogloso, faringogloso, amigdalogloso, transverse y lingual inferior) y uno impar y
medio (lingual superior) (Sanders y Mu, 2013). Sin embargo, la lengua es la localizacion
mas frecuente del COCE, por encima incluso del suelo de la boca, mucosa yugal,
superficie alveolar y paladar duro; ademas la localizacién lingual es también una de las
de peor prondstico, con tasas de supervivencia a 5 afos por debajo del 60% (Siegel y
cols., 2011; Amit y cols., 2013). Ademas, en los ultimos afios, se ha producido un
incremento del COCE en lengua, base de lengua, amigdala y orofaringe en pacientes
jévenes asociados a factores de riesgo (consumo de tabaco, marihuana y/o alcohol, o a
las infecciones viricas por el VPH) (Shiboski y cols., 2005; Licitra y cols., 2008) y sin

exposicién a factores de riesgo tradicionales (Dahlstrom y cols., 2008).

Los tratamientos quirdrgicos de estos COCEs son a menudo mutilantes y van
desde incisiones moderadas de mucosa y tejido muscular a hemiglosectomias o
glosectomias totales. En este sentido, las resecciones quirurgicas de la lengua se

clasifican de acuerdo al porcentaje resecado en hemiglosectomias (25-50%),
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glosectomias subtotales (60-90%) y glosectomias totales (Urken y cols., 1994; Brown y
cols., 2006). Las consecuencias postquirurgicas de las hemiglosectomias afectan a la
mayoria de las funciones como la fonacién, deglucién, la masticacién y la respiracion,
ademas de conllevar un elevado riesgo de broncoaspiracion de sélidos por aumento de
la permeabilidad de las vias aéreas superiores, y por lo tanto un considerable impacto
negativo en la calidad de vida de estos pacientes (Tong y cols., 2016). Por este motivo,
la reconstruccion mediante cirugia reconstructiva de los defectos quirurgicos es
indispensable, restituyendo en la medida de lo posible, la anatomia lingual y la
funcionalidad del 6rgano. Las opciones terapéuticas deben por lo tanto tener en
cuenta dos aspectos, mantener la movilidad del drgano y proporcionar volumen. El
volumen es necesario para mantener contacto con las paredes faringeas y el paladar y
de esta manera permitir un mecanismo de degluciéon funcional, y la sensibilidad ofrece
un mecanismo protector para evitar la broncoaspiracion (de Vicente y cols., 2008). Las
opciones quirdrgicas reconstructivas dependen de la cantidad de tejido lingual
postreseccion, la posibilidad de protrusion de la lengua remanenente, el estado de los
tejidos adyacentes y las condiciones generales del paciente. Por lo general, en
hemiglosectomias se suelen utilizar los colgajos locorregionales y la rotacién de
colgajos remanentes de la misma lengua (Strauss y Kain, 2014); mientras que en las
glosectomias subtotales y totales se utilizan colgajos cutdneos o fasciocutaneos libres
microvascularizados, siendo el mas utilizado el radial y el lateral de brazo (Ko y cols.,
2010; Thankappan y cols., 2011), aunque podemos usar otros como el recto

abdominal, pectoral mayor o el trapezoidal (Vega y cols., 2011).

Sin embargo, la disposicion y complejidad de las fibras musculares que
componen la lengua junto con el amplio rango de movimientos de este érgano, hacen

de su restauracion funcional completa uno de los grandes retos de la cirugia
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maxillofacial oncoldgica. En la actualidad, los esfuerzos de las técnicas reconstructivas
van dirigidos a la mera preservacion volumétrica y a conseguir una movilidad aceptable
del mufién residual tras la hemiglosectomia (Zhen y cols., 2012). Ademas, los colgajos
microvascularizados presentan diversos inconvenientes, no sélo por la ablacion
quirurgica extraoral de la zona donante, sino por la pérdida volumétrica derivada de la
atrofia progresiva del colgajo a largo plazo, que en muchas ocasiones proporciona al
paciente un movimiento lingual exclusivamente unidireccional y una reinervacion y

vascularizacién incompletas (Copelli y cols., 2017).

Para evitar estos problemas, han sido investigados otros tratamientos, que
incluyen el trasplante alogénico de lengua, que fue ensayado en un modelo
experimental en perros, y que aunqgue los resultados histoldgicos evidenciaron en
algunos de ellos una reinervacidon de los nervios hipogloso y lingual, junto con una
preservacion muscular, lo cierto es que el 50% de los animales murieron por problemas
inmunoldgicos, que continua siendo el principal problema para su aplicacién en

humanos (Haughey y cols., 1999).

En la actualidad la ingenieria tisular, basada en el uso de scaffolds
biocompatibles donde se cultivan poblaciones celulares aisladas con el objetivo de
reconstruir tejidos u érganos danados, se ha convertido en un campo de investigacion
alentador para restaurar la anatomia y funcién de diferentes tipos de tejidos u érganos
(Rider y cols., 2018). En relacién a la reconstruccion de defectos de glosectomias
parciales, han sido publicados algunos articulos cientificos que usan la ingenieria tisular
de reparaciéon muscular (ITRM) para restaurar la anatomia y funcionalidad de la lengua,
en animales de experimentacion (Kim y cols., 2003; Luxameechanporn y cols., 2006).

Kim y cols., (Kim y cols., 2003) en el afio 2003 y Luxameechannporn y cols.,
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(Luxameechanporn y cols., 2006) en el afio 2006 trataron con éxito lenguas
hemiglosectomizadas de ratas Lewis mediante constructos de CMPDMs sobre un
scaffold de coldgeno. Incluso, Plowman y cols., (Plowman y cols., 2014) en el aiio 2014
obtuvieron buenos resultados regenerativos tras implantar células madre derivadas de

musculo autélogo en un modelo de ovejas Dorper con lenguas denervadas.

En los ultimos afios, en la ITRM, ademas de los scaffolds mas frecuentemente
utilizados a base de geles de coldgeno, fibrina, acido hialurénico y acido poliglicélico
(Kenar y cols., 2019); se han utilizado con éxito matrices acelulares de origen porcino,
como la pequena capa submucosa intestinal (PCSI) (Rosetto y cols., 2013), o la MAVU
de cerdo (Machingal y cols., 2011; Corona y cols., 2012). La MAVU de cerdo es un buen
scaffold biocompatible para utilizarlo en ingenieria tisular debido fundamentalmente a
su cardcter acelular, lo que evita cualquier tipo de respuesta inmunitaria de rechazo al
injerto (Rosario y cols., 2008). Ademas, la MAVU de cerdo ofrece una elevada
resistencia mecanica, estabilidad tridimensional y se ha descrito la presencia en ella de
numerosas enzimas, factores de crecimiento y proteinas de adhesién celular
(Camacho-Alonso y cols., 2019). Estas propiedades, han hecho que la administracién de
comida y farmacos de EEUU (FDA) apruebe el uso del scaffold de MAVU de cerdo para
cirugias en las que es necesario reforzar el tejido blando y para el manejo de heridas
(Machingal y cols., 2011; Rosario y cols., 2008; Parekh y cols., 2009; Zhu y cols., 2011).
En este sentido, la MAVU porcina ha sido utilizada para la regeneracion de membrana
timpanica (Parekh y cols., 2009), corazén (Remlinger y cols., 2013), el menisco de la
articulacion tempromandibular (Brown y cols., 2011), uretra (el-Kassaby y cols., 2008),
cerebro (Wang y cols., 2013), tejido facial (Eberly y cols., 2011), el manejo de ulceras
diabéticas (Frykberg y cols., 2016), en la cicatrizacién de heridas cutaneas (Lanteri

Parcells y cols., 2014) y de lengua (Camacho-Alonso y cols., 2019), quemaduras (Kim y
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cols., 2016), en cirugia pélvica (Liu y cols., 2012), en la reparacién de aneurismas
endoteliales (Callanan y cols., 2013), e incluso para reparar defectos de la vejiga
urinaria (Zhu y cols., 2011). En relacién a su uso en ITRM, la MAVU porcina también ha
sido utilizada para la regeneraciéon de musculo liso como el del eséfago (Badylak y cols.,
2005) o de musculo cardiaco (Ota y cols., 2008), y para la regeneracion de musculo
esquelético (Machingal y cols., 2011; Corona y cols., 2012; Aurora y cols., 2015; Aurora

y cols., 2016).

En relacién a la regeneracién de lesiones con pérdida volumétrica de musculo
(PVM), Aurora vy cols., (Aurora y cols., 2015; Aurora y cols., 2016) en los afios 2015 vy
2016 utilizaron sin demasiado éxito la MAVU porcina exclusivamente para la
regeneracion de defectos musculotendinosos en ratas Lewis. Sin embargo, el uso de
constructos basados en MAVU de cerdo y células progenitoras de musculo, ha sido
usado con éxito para la regeneracién de musculo esquelético de mamiferos

(Machingual y cols., 2011; Corona y cols., 2012).

En la actualidad, el uso de un constructo de MAVU porcina y células madre para
la regeneracién de la musculatura lingual tras lesiones con PVM, no ha sido investigado
todavia. En este sentido, el objetivo de estudio fue aplicar la ITRM en la regeneracién
de la musculatura lingual de ratas hemiglosectomizadas mediante el trasplante de

CMPDMs sobre MAVU porcina.
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2.2 OBJETIVOS

2.2.1 OBJETIVO GENERAL

El objetivo general fue el estudio de la capacidad de regeneracién de la
musculatura lingual mediante el trasplante de CMPDMs sobre MAVU de cerdo, en ratas

hemiglosectomizadas.

El objetivo general puede ser desglosado en una serie de objetivos especificos
gue permiten sistematizar y responder a los diferentes aspectos que plantea el

presente estudio.

2.2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Estudiar el aumento o descenso del peso postoperatorio como medida
indirecta del dolor intraoral en ratas Lewis hemiglosectomizadas, a los 2, 14, 28,y
42 dias de ser tratadas con: MAVU porcina + CMPDMs, MAVU porcina, CMPDMs y

soluciodn salina (control).

2. Valorar mediante andlisis macroscopico morfométrico el porcentaje de
superficie del dorso lingual con PVM en ratas Lewis hemiglosectomizadas, a los 2,
14, 28, y 42 dias de ser tratadas con: MAVU porcina + CMPDMs, MAVU porcina,

CMPDMs y solucidn salina (control).

3. Analizar el aumento de peso lingual postoperatorio mediante la diferencia de
peso entre la hemilengua sana y la operada en ratas Lewis hemiglosectomizadas, a
los 2, 14, 28, y 42 dias de ser tratadas con: MAVU porcina + CMPDMs, MAVU

porcina, CMPDMs y solucién salina (control).
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4. Determinar histolégicamente el grado de inflamacion lingual en ratas Lewis
hemiglosectomizadas, a los 2, 14, 28, y 42 dias de ser tratadas con: MAVU porcina +

CMPDMs, MAVU porcina, CMPDMs y solucién salina (control).

5. Estudiar histologicamente el grado de fibrosis lingual en ratas Lewis
hemiglosectomizadas, a los 2, 14, 28, y 42 dias de ser tratadas con: MAVU porcina +

CMPDMs, MAVU porcina, CMPDMs y solucion salina (control).
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3. METODOLOGIA

3.1 ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Los animales utilizados en este estudio fueron suministrados por el Servicio de
Experimentacién Animal (REGA ES300305440012) (Unidad de Apoyo a la Investigacidn)
de la Universidad de Murcia (Espana). El protocolo de estudio fue aprobado por el
comité ético de experimentacién animal de la Universidad de Murcia (Espafia) y de la
autoridad competente (Consejeria de Cultura y Agua, Direccién General de Ganaderiay
Pesca) (A1320140302) (Anexos 1y 2), y se siguieron las Directrices de la Unién Europea

para la experimentacion animal (EU/63/2010).

Un total de 80 ratas macho Lewis, con un peso entre 247 y 253 g (peso medio
250 g), fueron incluidas en este estudio prospectivo aleatorizado, que tuvo lugar entre
Abril de 2014 y Mayo de 2018. Los animales fueron alojados individualmente en jaulas
ventiladas con 12/12 horas de ciclos de luz/oscuridad, con comida y agua ad libitum.
Durante todo el estudio fueron alimentadas con una dieta nutricionalmente completa
especialmente disefiada para ratas y ratones de laboratorio (Pb Panlab, Barcelona,
Espafia), previamente triturada (Robot Coupe®, Bourgogne, Francia) para conseguir una
dieta semiblanda. Todos los animales fueron aclimatados durante 1 semana antes del

inicio del estudio.
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3.2 PREPARACION DE LA MATRIZ ACELULAR DE VEJIGA URINARIA (MAVU)

El andamiaje de matriz acelular (MAVU) fue obtenido a partir de la vejiga

urinaria de un cerdo macho de entre 100 y 150 kg de peso, la cual fue conservada en
un congelador a una temperatura de -802C hasta el momento de su disecciéon. Una vez
descongelada, la vejiga de cerdo fue sometida a un lavado profuso con suero salino
fisiologico al 0,9% para eliminar los restos bioldgicos y se dividié en dos secciones para
facilitar la diseccion de los diferentes estratos histoldgicos. Se separaron las tunicas
adventicia y muscular para aislar la lamina propia subyacente al epitelio de transicion o
urotelio, siguiendo el protocolo anteriormente descrito en la literatura cientifica

(Machingal y cols., 2011, Moon du y cols., 2008) (Figuras 6 y 7).

Estrato epitelial superficial Figura 6. Representacion del corte histoldgico
Estrato epitelial intermedio
ot Estrato epitelial basal de la vejiga urinaria de cerdo donde se aprecian
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Imagen 7. Tincién en H-E en la que se muestran las
diferentes capas histoldgicas de la vejiga urinaria de
cerdo. Tincién con H-E. m: mucosa, p: lamina propia,
ml: muscular. Fuente: El-Mosalamy H, Salman TM,
Ashmawey AM, Osama N. Role of chronic E. coli
| infection in the process of bladder cancer: an

experimental study. Infect Agent Cancer. 2012;7:19.
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La fina membrana constituida por ldamina propia se incluyé en medio de cultivo
DMEM (Sigma Aldrich® Quimica S.A., Madrid, Espana) suplementado con 1000 pg/mL
de Penicilina, 100 pug/mL de Estreptomicina, 500 pug/mL de Gentamicinay 2,5 ug/mL de
Anfotericina ademas de SBF (suero bovino fetal) al 10% de concentracién (Sigma
Aldrich® Quimica S.A., Madrid, Espafia) en volumen durante el transporte al servicio de

cultivo de tejidos (Imagen 8).

Imagen 8. Obtencion en bruto de la fina membrana constituida por el epitelio de

transicion (urotelio) y la Idmina propia subyacente, esta ultima considerada como
objeto de estudio debido a sus propiedades estructurales como andamiaje y

bioquimicas que favorecen la proliferacion celular.

Con el fin de realizar un estudio histolégico comparativo y evaluar la eficacia del
proceso de descelularizacién de la ldmina propia obtenida, dicha muestra se dividié en
dos grupos: el grupo control, en el que se pretendia conservar la estructura nativa
extracelular junto con el componente celular, y el grupo de estudio, que seria sometido
a un proceso para eliminar Unicamente la fraccidon celular y asi obtener la MAVU

(Diagrama 1).
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* Evaluacion eficacia
Estudio comparativo

Fijacion

Estructura nativa

Celular + Extracelular

= MAVU

Andamiaje extracelular

Vejiga Urinaria —> Lamina Propia

C. Adventicia Descelularizacion

C. Muscular

Acelular

Diagrama 1. Se muestran los grupos de tratamiento de la lamina propia obtenida.

3.2.1 Procedimiento con el Grupo Control

La muestra control fue recortada en fragmentos de aproximadamente 10 x 10
mm de tamafio para someterla a un protocolo de tincién. Seguidamente se llevod a cabo
la fijacion inmediata para evitar la muerte celular y la desestructuracion de la matriz
extracelular. En funcidon del método de observacién y de la tincidn practicada, se

dividieron a su vez en diferentes subgrupos (diagrama 2):

» Aquellas que fueron seleccionadas para su tincién con Hematoxilina-Eosina 'y
Tricrémico de Masson se fijaron con una solucién de formaldehido (formalina) al
10% de concentracién (Tecnoquim S.L., Murcia, Espafia) y almacenadas en etanol al
60% (Tecnoquim S.L., Murcia, Espafia) antes de incluirlas en parafina. De los
bloques de parafina conformados, se obtuvieron secciones de 5 um de grosor con
la ayuda del microtomo motorizado. Las preparaciones fueron entonces tefiidas con
dos de los colorantes anteriormente mencionados: H-E y Tricrdmico Masson (Sigma
Aldrich® Quimica S.A., Madrid, Espafia) siguiendo el protocolo establecido por el
fabricante. Finalmente fueron observadas al microscopio dptico a 400x y 1000x

(Leica™ DMRB y cdmara Leica™ DC500, Leica Corp., Heerburg, Suiza).
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Diagrama 2. Ruta de las muestras segun los protocolos de fijacion, tincion y método de observacion. M.O:

Microscopio Optico y M.E.B: Microscopio Electrdnico de Barrido.

* Para la tincién con 4,6-diamino-2-fenilindol D952 (DAPI) (Sigma Aldrich®
Quimica S.A., Madrid, Espafia), las muestras siguieron inicialmente el mismo
protocolo de fijacién y conservacidon con formaldehido y etanol respectivamente
para ser incluidas en parafina. A continuacién fueron desparafinadas mediante 2
ciclos de inmersidon en sustitutivo de Xilol durante 5 min cada uno. El DAPI
preparado a una concentracién de 200 pug/ml en agua desionizada estéril se coloco
sobre el portaobjetos con las muestras y se incubd en oscuridad absoluta durante
15 min. Las muestras fueron observadas en un microscopio de fluorescencia
(Nikon™ Eclipse 90i, Nikon Corp. Tokio, Japdn) con filtro de excitacidon de 340-380

nm, espejo dicroico RKP 400 y un filtro de emisién de LP425 nm a 400x y 1000x.

= Por otro lado, los fragmentos seleccionados para su observacion con
microscopia electronica de barrido (MEB) fueron fijados con una solucidon de
glutaraldehido al 2,5% de concentracion (Tecnoquim S.L., Murcia, Espafia) durante 2

horas y conservados en etanol al 70% (Tecnoquim S.L., Murcia, Espafia). Siguiendo
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el protocolo, tras el liofilizado y bafio metalogragico, fueron observadas con el
microscopio electrénico (JEOL JSM-6100, JEOL Corp., Tokio, Japon) entre 100 y

3500x de aumento.

3.2.2 Procedimiento con el Grupo Estudio. Preparacién de la MAVU

Las muestras de estudio fueron sometidas a un proceso de descelularizacién. En
primer lugar se realizd la digestion enzimatica de la lamina propia incorporando una
solucién de Tripsina y EDTA al 0,05% (HyClone™ Laboratories Inc, Utah, Estados Unidos)
en una incubadora de agitacion a 379C durante 1 hora. Seguidamente fueron
transferidas a una solucion DMEM suplementada con SBF al 10% (Sigma Aldrich®
Quimica S.A., Madrid, Espafia) y se incubaron en condiciones de oscuridad a 4°C
durante 12 horas. Transcurrido este tiempo, se llevd a cabo la humectacién y
saponificacion de la vejiga mediante su inmersién en otra solucion, esta vez Tritdn
X-100 al 1% (Sigma Aldrich® Quimica S.A., Madrid, Espafia) con hidréxido de amonio al
0,1% (Fisher Scientific S.L., Madrid, Espafia) en agua desionizada estéril y se dejo actuar

a 42C de temperatura durante otros 4 dias (Figura 8).

TRITON X
NH:OH

ICOTICO

Figura 8. Representacion del protocolo de descelularizacion de la Idmina propia de vejiga urinaria mediante

inmersion secuencial controlada en los diferentes reactivos. Se obtiene finalmente la Idmina acelular o MAVU.
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Las muestras de ladmina propia descelularizadas fueron lavadas de forma
abundante con agua desionizada estéril y conservadas en el frigorifico a 4C durante 3
dias. Concluido dicho protocolo de inmersidon secuencial en diferentes productos

obtuvimos la MAVU propiamente dicha (Imagen 9).

Imagen 9. Ldmina propia después del proceso de descelularizacion (MAVU).

Parte de la muestra preparada se reservé y fue sometida a un procedimiento de
fijacion, tincidn, procesado y observacidn similar al practicado en el grupo de lamina
propia control: H-E y tincidén tricromica de Masson (Sigma Aldrich Quimica, S.A,,
Madrid, Espafia) utilizando el microscopio éptico; DAPI (Sigma Aldrich Quimica, S.A.,
Madrid, Espafia) usando un microscopio de fluorescencia Leica® DRMB (Leica
Microsystes, Wetzlar, Alemania) y finalmente bajo el microscopio electrénico de
barrido (Oxford Instrument INCA 300 EDX System, Abingdon, Oxfordshire, Reino
Unido). La efectividad del proceso de descelularizacién para la obtencién de la MAVU

se comprobd histolégicamente (Figura 9 y 10).
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MICROSCOPIO OPTICO
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Figura 9. Comparativa de las diferentes imdgenes histolégicas pertenecientes a Idmina propia nativa (izquierda) y
Idmina propia que recibié el procedimiento de descelularizacion o MAVU (derecha). Imdgenes obtenidas al

microscopio dptico (H-E y Tricrémico de Masson) y microscopio de fluorescencia (DAPI) a 40x de aumento.
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LECTRONICO DE BARRIDO

300pm 20pm

Figura 10. Comparativa de las diferentes imdgenes imdgenes obtenidas al MEB. Imdgenes: A (300x), B (120x), C
(1500x), D (500x), E (3500x) y F (1800x). Las flechas rojas sefialan la presencia de algunas células en las muestras

correspondientes a la Idmina propia nativa.
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La matriz acelular se redujo de nuevo mecanicamente para obtener un valor
aproximado de 0,3-0,5 mm de espesor, dimension adecuada para su implantacién en el
defecto quirurgico creado en el animal de experimentacion. A continuacion la MAVU se
recortd en tiras rectangulares de 30 x 20 mm de tamafio y se fijaron a unos marcos o
camaras de anclaje, disenadas especificamente para el estudio y construidas con
silicona fluida de uso dental (Aquasil Ultra LV, Denstply® Inc, Pennsylvania, Estados
Unidos). Los dispositivos facilitaron en gran medida la manipulacién de la MAVU
durante la fase de esterilizacidon en el autoclave, evitando el colapso del tejido y la
formacion de pliegues. Las muestras fueron almacenadas en bolsas precintadas y
llevadas al autoclave de o6xido de etileno (Steri-Vac 4XL de 3M° Company, Minessota,
Estados Unidos) para su esterilizaciéon con un ciclo templado a 552C durante 12 horas.
Dicha modalidad de esterilizacion evité el choque térmico y la humedad de un ciclo
normal con vapor de agua a 1319C, con la consiguiente destruccion de la

microestructura reticular de coldgeno.

En el momento en que los scaffolds iban a ser utilizados para los tratamientos
quirurgicos, las MAVUs fueron utilizadas con las cdmaras de anclaje y recortadas en
discos homogéneos de 3 mm de didmetro con la ayuda de un bisturi circular o punch
n23, todo ello asegurando el ambiente estéril en cabina de flujo laminar (Cultair™ASB
Flujo vertical tipo Il).Los discos resultantes se se reservaron hasta su aplicacién en la

reparacién de lesiones con PVM (Imdgenes 10y 11).
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Imagen 10. Detalle del disco de MAVU obtenido, Imagen 11. Recorte de las MAVUs en las cdmaras
listo para su aplicacion en los grupos experimentales de anclaje para la obtencion de discos de 3 mm

1 (MAVU+CMPDMs) y 2 (MAVU). de didmetro mediante un bisturi circular para

3.3 OBTENCION Y CULTIVO DE CELULAS MADRE PROGENITORAS DERIVADAS

DE MUSCULO (CMPDMs)

Un neonato de rata singénica Lewis macho de 18 o 19 dias de vida fue
sacrificado por sobredosis de inhalacidon de CO; previa sedacién con isofluorano, segun
las recomendaciones establecidas por el RD 53/2013 en cuanto a los aspectos

relacionados con la eutanasia en animales de experimentaciéon. Las CMPDMs fueron

obtenidas mediante diseccién quirudrgica
de los musculos paraespinales de la rata

Lewis neonata siguiendo la técnica

previamente descrita en la literatura
(Kim y cols., 2003; Luzameechanporn y

cols., 2006; Bunaprasert y cols., 2003) en

campo aséptico y con las medidas de
Imagen 12. Abordaje quirdrgico para la extraccion de

esterilidad oportunas (Imagen 55)- los musculos paraespinales de una rata Lewis neonata.
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Los musculos paraespinales (MPEs) disecados fueron incluidos en una solucion
de Hank’s con Calcio y Magnesio (HBSS) (Sigma Aldrich® Quimica S.A., Madrid, Espafia)
que se suplementd con 10000 U/ml de Penicilina y 5 pg/ml de Anfotericina B (Sigma
Aldrich® Quimica S.A., Madrid, Espaiia), durante su transporte a la unidad de cultivo de
tejidos. Ya en el laboratorio, las muestras de MPEs fueron lavadas repetidamente con
HBSS estéril para retirar posibles residuos y los restos de fascia, rica en fibroblastos que
dificultan el cultivo de las CMPDMs in vitro. A continuacion, los fasciculos se
fragmentaron con el bisturi en cubos de 3-5 mm3 aproximadamente para incrementar

el drea y permitir una mayor difusion de los reactivos empleados (Imagen 13).

Imagen 13. Fragmentacion de los fasciculos de
MPEs para aumentar el drea de difusion y asi
facilitar las accion de los diferentes reactivos

empleados en la digestion enzimdtica.

El tejido fue digerido enzimaticamente por incubaciéon en un medio disociado
que contenia colagenasa tipo Il al 1% (Worthington Biochemicals® Corp, Nueva Jersey,
Estados Unidos), Dispasa 2,4 U/ml (Boechringer Mannheim® S.A., Barcelona, Espafia) y
Cloruro Calcico a concentracion 2,5 mM en una incubadora de agitacién durante 30
minutos a 372C. El material resultante se trituré mediante pipeteado enérgico repetido
con pipetas de 25 mL, 10 mL y 5 mL de forma sucesiva. Posteriormente se procedid a
su tamizado con filtro de 70 um para separar los restos de tejido no digeridos de la

fraccion celular (Imagenes 14 y 15).
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Imagen 14. Digestion enzimdtica de los musculos paraespinales

para la separacion del tejido de las CMPDMs. Imagen 15.

Triturado por friccion en la aspiracion mediante pipetas de

calibre sucesivamente menor.

A la suspensién celular obtenida se le afiadid medio de cultivo especial para
mioblastos constituido por Ham’s F10 mezcla de nutriente (Sigma Aldrich® Quimica
S.A., Madrid, Espafia) complementado con 1000 pg/ml de Penicilina, 100 pug/ml de
Estreptomicina, L-Glutamina al 1% (Sigma Aldrich® Quimica S.A., Madrid, Espaiia)
ademas de SBF al 20% en volumen (Sigma Aldrich® Quimica S.A., Madrid, Espafia) y 3
ng/ml de bFGF (Promega Corp. Madison, Estados Unidos) y fue sometida a un proceso
de centrifugado a 1200 rpm durante 5 minutos (Heraeus Multifuge 1LR, Fisher
Scientific S.L., Madrid, Espaiia). Tras retirar el sobrenadante de los tubos centrifugados,
el pellet de células del fondo fue resuspendido con 2 mL del medio Ham’s F10
preparado y transferido a frascos de cultivo de 25 cm?2 con tratamiento de superficie
previo de 5 pg/ml de Laminina (Sigma Aldrich® Quimica S.A., Madrid, Espaia).
Finalmente se afiadieron 3 mL adicionales del medio de cultivo hasta completar los 5
mL de suspension celular. Los frascos de cultivo se incubaron en una estufa de CO; al

5% y 379C de temperatura durante 48h para estabilizar la poblacién celular.

Sin embargo, dicho cultivo inicial no estaria compuesto exclusivamente de
CMPDMs. Cabia esperar la presencia de otras estirpes celulares residentes en el tejido

extraido como mioblastos, macréfagos, células endoteliales, y numerosos fibroblastos
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procedentes de las fascias musculares (epimisio, perimisio y endomisio). Con el cultivo
de estabilizacidn se consiguid separar los primeros tipos celulares que se encontraban
en suspension y que no se fijaron a la superficie del frasco. En cuanto a los fibroblastos,
con una especificidad a medio reducida y una tasa de division celular muy superior,
dificultaban el aislamiento y expansién de las CMPDMs. Con el fin aislar la poblacion de
CMPDMs, se aplicd un protocolo conocido como preplating, basado en el principio de
adhesion diferencial de las lineas celulares a la superficie del medio de cultivo en

funcién del tiempo (Lavasani y cols., 2013).

Una vez transcurridas las 48 horas de equilibrio y comprobada la adherencia a
la superficie de las células obtenidas, se aspiré el medio de los frascos de cultivo que
contenia residuos y restos celulares, se desprendieron del fondo utilizando Tripsina-
EDTA al 0,25% (Sigma Aldrich® Quimica S.A., Madrid, Espafia) durante 1 min en estufa a
372Cy se transfirieron a un tubo de ensayo de 10 mL con medio Ham’s F10 nuevo para

inactivar la accion del enzima.

Para la técnica de preplating se recurrié al pase sucesivo sobre diferentes
frascos T25 que previamente habian sido tratados en superficie con Coldgeno tipo | en
concentracién de 6-10 ug/cm2. Bajo un tiempo determinado en cada ciclo se conseguia
la adhesidn parcial de ciertas familias celulares. Los fibroblastos, avidos por el colageno
tipo |, presentarian una adhesidon mas rapida a la superficie de cultivo tratada que las
CMPDMs, quedando estos ultimos todavia en suspensién. Descartando los frascos y
traspasando Unicamente la suspensidon a nuevos frascos, se conseguia purificar la
poblacién de CMPDMs en detrimento de los fibroblastos, que iban reduciéndose en en
cada ciclo. De este modo, la suspensién celular inicial se incubd en el primer frasco de

cultivo (PP1) por un tiempo de 2 h a 372C en estufa de CO; al 5%. Seguidamente, la
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suspension (células no adherentes) se trasladé a un frasco T25 nuevo etiquetado como
PP2, esta vez con un tiempo de incubacion de 18 h. Transcurrido este tiempo, el medio
celular recogido en un tubo de ensayo estéril fue centrifugado a 1200 rpm durante 5
min para eliminar los metabolitos excretados y restos celulares mediante la aspiracion
y descarte del sobrenadante. El pellet de células fue resuspendido con medio Ham’s
F10 nuevo y transferido a un nuevo frasco (PP3). Este ultimo paso se repitié en 3
ocasiones hasta llegar a PP6. El cultivo PP6 se mantuvo en reposo durante 72 h para
favorecer la adhesiéon de la poblacién de CMPDMs enriquecida a la superficie (Figura

11).
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Figura 11. Esquema del procedimiento del preplating en el que se muestran los diferentes pases a través de los

frascos de cultivo con el fin de purificar la poblacién de CMPDMs.

Cumplidas las 72 horas, al frasco de cultivo PP6 con las CMPDMs se le realizd un

cambio de medio para retirar la fraccion de células inviables y aportar nuevos
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nutrientes. El cultivo se mantuvo en constante observacién para mantener en todo
momento una confluencia entre el 30 y 50%, ya que valores superiores de densidad
celular favorecian la diferenciacion de CMPDMs en mioblastos formando miotubos. A
los 7 dias se realizé en primer subcultivo, dividiendo la muestra en 2 frascos T25 para
reducir la densidad a la mitad (pase al 50%), esta vez con recubrimiento previo de
Laminina (Sigma Aldrich® Quimica S.A., Madrid, Espafia). El procedimiento de control
del medio y subcultivo se repitié dos veces mas hasta completar un total de 21 dias de

evolucidn del cultivo (Figura 12).
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Figura 12. Esquema de la expansion de la poblacion de CMPDMs una vez purificada (PP6). Se realizaron

subcultivos al 50% cada 7 dias intercalando periodos de cambio de medio y observaciones para mantener la

confluencia y el recuento en pardmetros adecuados. Se realizaron un total de 3 subcultivos en un tiempo de 21

dias, hasta conseguir el objetivo de 5 x 106 cels/mL.

De forma paralela se realizaron recuentos celulares con la técnica de Azul Tripan

en el contador de células automatico (Bio-RAD TC-10™, Bio-Rad Laboratories Inc.,
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California, Estados Unidos) para hallar la densidad y la viabilidad celular a un tiempo
determinado. Se escogieron diferentes tiempos de medicion (RC) que se detallan a

continuacién (Grdfica 1):

= RCi: Recuento de la suspension celular inicial, anterior a la técnica de
preplating. Se confirmaron resultados elevados de densidad y de viabilidad celular

por el escaso tiempo transcurrido ex vivo.

* RC;: Recuento entre PP3 y PP4. Tuvo lugar un descenso considerable de la
densidad celular como consecuencia del descarte de la fraccion de fibroblastos por

adhesiodn al colageno tipo | de superficie.

* RCs: Recuento entre PP4 y PP5. Continuacién del proceso de seleccién de

CMPDMs en detrimento de los fibroblastos que fueron eliminados de la muestra.

* RCs: Recuento entre PP5 y PP6. Ultimo paso en el aislamiento de CMPDMs.

Se observé una presencia nula o muy reducida de fibroblastos (5-10%).

= RCs: Recuento en PP6 tras 72 horas de cultivo. Se evidencié un descenso
notable tanto de la densidad como de la viabilidad por la muerte de aquellos

CMPDMs que no consiguieron adherirse a la superficie.

* RCe: Recuento inmediatamente anterior al primer subcultivo al 50% de la

poblacién de CMPDMs purificada.

* RCy: Recuento final de la poblacidn aislada de CMPDMs, previo a las fases de

aplicacion en los grupos experimentales.

Se fij6 como objetivo final la obtencién de una suspensién celular con una
densidad de 5 millones de CMPDMs por mL, valor considerado ideal para asegurar la

repoblacidn y proliferacion y una viabilidad superior al 95%.
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Grdfica 1. Evolucidn de la poblacién de CMPDMs durante el procedimiento de preplating y expansion.

3.3.1 Comprobacion de la efectividad del cultivo de CMPDMs

Con objeto de comprobar la presencia y la morfologia de los CMPDMs
cultivados en laboratorio se efectuaron observaciones a nivel histolégico (Imagen 16).
Parte de la suspension celular adquirida durante las fases de subcultivo se fijé con una
solucion etanol al 70% y solucién de Carnoy (metanol y acido acético glacial). Las
muestras fueron finalmente tefiidas con H-E para ser observadas al microscopio dptico

(Leica™ DMRB, Leica Microsystems, Wetzlar, Alemania) a 600x (Imagen 17).

Imagen 16. CMPDMs en microscopio Optico de Imagen 17. Tincion de H-E observada al microscopio

contraste de fases en la que se confirma la morfologia Optico a 600 x de aumento. Poblacién de CMPDMs.

y viabilidad. 400x
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3.3.2 Siembra de las CMPDMs sobre los discos de MAVU

Uno de los grupos de estudio precisaba la implantacion de las CMPDMs
integradas en la la MAVU. Para llegar a esto se introdujeron los discos de MAVU
recortados en una placa de pocillos, a cada uno de los cuales se le incorporé 100 uL de
la suspension celular (que equivale aproximadamente a 5x105 células). Se incubaron
durante 72 horas a 37°C en estufa de CO; al 5%. Pasado este tiempo se aspird el
contenido de cada pocillo de forma cuidadosa, se cambié la orientacién del disco y se
repitié el sembrado, pasando a incubacién otras 72 horas (Imagen 18). Para comprobar
la efectividad de la implantacion y viabilidad de las CMPDMs en el entramado reticular
de la MAVU, se seleccionaron de manera aleatoria dos muestras para su observacién al

MEB. Tras realizar el protocolo oportuno de fijacién, se llevaron al MEB para efectuar la

comprobacién (Imagen 19).

Imagen 18. Scaffolds de MAVU
sumergidas en pocillos con suspension
celular de CMPDM:s. Se incubaron 72
horas por cada lado del disco para

asegurar la integracion.

Imagen 19. Imagen obtenida al MEB a 650x
de aumento donde se aprecia una CMPDM

adherido a la superficie reticular de la MAVU.
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3.3.3 Preparacion del infiltrado a partir de la suspensién de CMPDMs

Otro de los grupos precisaba en cambio la implantacion de las CMPDMs
directamente en suspension, libres de cualquier andamiaje. El preparado celular fue
transferido a viales Eppendorf de 1,5 mL, tantos como animales fueron asignados al
grupo (n=20), que se conservaron a temperatura constante en caja isotérmica durante
su transporte al quiréfano. Para la infiltracion en el defecto del animal se emplearon
jeringas de insulina de 1mL (Rays™ Insu-Light, Osimo, Italia). La temperatura de cultivo
de 372C se mantuvo constante en el interior de las jeringas durante las intervenciones

mediante una bombilla incandescente térmica orientada.

3.4 LESIONES LINGUALES CON PERDIDA MUSCULAR VOLUMETRICA (PMV)

(HEMIGLOSECTOMIAS)

La lesidon con PVM se realizdé en toda la muestra de ratas Lewis (n = 80) en
condiciones asépticas. Los animales fueron pesados y anestesiados via intraperitoneal
con una mezcla de Ketamina y Xilacina al 50% a una dosis de 0,1 ml/100 g de peso. A
continuacion se infiltrd 0,1 ml de hidrocloruro de articaina al 4% con una concentracién
1:100.000 de Epinefrina (Ultracain®, Laboratorios Normon S.A., Madrid, Espafia) como
anestésico local, de forma periférica a la zona de incisién para lograr una

vasoconstriccidn en el tejido.

El punto de acceso para realizar la hemiglosectomia parcial se situd en el borde
lateral izquierdo de la lengua, simétrico respecto de las caras dorsal y ventral, en sus
dos tercios anteriores, anterior a la papila circunvalada. La incisién inicial se practicé

con un bisturi circular o punch de calibre 3 mm, penetrando en el tejido muscular con
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una profundidad maxima de 3 mm desde la superficie de la mucosa y teniendo la

precaucion de no sobrepasar la linea media en sentido transversal (Imagen 20).

Tras la extracciéon del cilindro de S L ET LT
| |
.. . . |
tejido y se controlé la hemorragia con el -\—3—4 |
; ! 4

electrobisturi (Satelec®, Barcelona, Espaia). -3:

%,
De esta manera se consiguid realizar una .h -

reseccion homogénea de tejido muscular

en todos los animales, afectando a los

musculos hiogloso, estilogloso, geniogloso

y a los intrinsecos longitudinal superior,

longitudinal inferior y transverso, ademas

de estructuras vasculares (arteria lingual,
venas lingual y ranina) y nerviosas (nervio

lingual) (I/magen 21).

Finalmente, los bordes de la lesidn
con PVM fueron suturados para conseguir
un cierre por primera intencién, con puntos
simples de hilo reabsorbible poliglactin 910
de 5/0 (Vicryl®, Ethicon Inc, Nueva Jersey,

Estados Unidos)(Kim y cols., 2003).

Imagen 21. Lesion hemilingual con PVM después de

controlar la hemorragia.

La herida fue lavada con suero fisiolégico para limpiar el campo oral. La
analgesia postoperatoria se realizd mediante la administracion subcutdnea de

buprenorfina una dosis de 0,05mg/kg.
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3.5 GRUPOS EXPERIMENTALES

La muestra de ratas Lewis (n=80) se dividié de forma aleatorizada en 4 grupos

experimentales (n=20 por grupo) usando un servicio online (www.ramdomization.com)

en funcién del tratamiento practicado en la lesidon con PVM:

* Grupo 1 (MAVU + CMPDMs): después del procedimiento quirdrgico para
provocar las lesiones linguales con PVM, el defecto lingual fue rellenado con
MAVU porcina cultivada con 5 millones de células/mL y posteriormente

suturada (Figura 13 e Imagen 22).

Figura 13. Esquema del procedimiento practicado Imagen 22. Implantacion del la MAVU con CMPDMs
en el grupo experimental 1 (MAVU + CMPDMs). cultivadas en el defecto quirurgico practicado.

* Grupo 2 (MAVU): después del procedimiento quirdrgico para provocar las

lesiones linguales con PVM, el defecto lingual fue rellenado con el disco de

MAVU unicamente, adaptandolo de forma homogénea.

* Grupo 3 (CMPDMs): después del procedimiento quirurgico para provocar las
lesiones linguales con PVM, el defecto lingual fue suturado y se efectudé una

Unica infiltracién de 0,1 mL de la suspension celular de CMPDMs.

* Grupo 4 (Sin tratamiento). después del procedimiento quirdrgico para
provocar las lesiones linguales con PVM, el defecto lingual fue suturado y se

efectud una Unica infiltracion de 0,1 mL solucidn salina estéril al 0,9%.
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3.6 SACRIFICIO DE LOS ANIMALES Y TOMA DE MUESTRAS

Los animales de experimentacion fueron sacrificados por sobredosis de
inhalacion de CO; previa sedacidon con isofluorano, segin las recomendaciones
establecidas por el RD 53/2013 en cuanto a aspectos relacionados con la eutanasia en
animales de experimentacion. El cronograma para el sacrificio de los animales y la
toma de muestras (glosectomia total postmortem con incisién transversal posterior a la

papila circunvalada) se detalla continuacion (Diagrama 3):

MUESTRA TOTAL (n=80)

RATAS LEWIS

DIAO DIA 2 DIA 14 DIA 28 DIA 42

TIEMPO

INTERVENCION QX SACRIFICIOS (n=20) SACRIFICIOS (n=20) SACRIFICIOS (n=20) SACRIFICIOS (n=20)

G1 (MAVU + CMPDMs) (n=5) G1 (MAVU + CMPDMs) (n=5) G1 (MAVU + CMPDMs) (n=5) G1 (MAVU + CMPDMs) (n=5)

G2 (MAVU) (n=5) G2 (MAVU) (n=5) G2 (MAVU) (n=5) G2 (MAVU) (n=5)
G3 (CMPDMs) (n=5) G3 (CMPDMs) (n=5) G3 (CMPDMs) (n=5) G3 (CMPDMs) (n=5)

G4 (Sin tto) (n=5) G4 (Sin tto) (n=5) G4 (Sin tto) (n=5) G4 (Sin tto) (n=5)

Diagrama 3. Diagrama de la secuencia de sacrificios programados en los diferentes grupos experimentales.

3.7 EVOLUCION POSTOPERATORIA DEL PESO DEL ANIMAL

Con el fin de comprobar una evolucidén postquirurgica satisfactoria, se procedié
al control del peso en la totalidad de la muestra de ratas Lewis (n=80), en el dia 0 de
estudio y en el dia de eutanasia (Diagrama 3). De la comparativa de ambos datos
(aumento o pérdida de masa corporal) se inferia el dolor intraoral postoperatorio,
intimamente relacionado con la correcta nutricion del animal (Camacho-Alonso y cols.,

2019; Camacho-Alonso y cols., 2005).
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3.8 ANALISIS MACROSCOPICO MORFOMETRICO DE LA REGENERACION

LINGUAL

Uno de los métodos escogidos para evaluar la recuperacién de volumen en los
diferentes periodos experimentales estipulados fue el andlisis morfométrico
macroscépico. Se obtuvo una fotografia de cada una de las muestras una vez efectuada
la glosectomia postmortem con la ayuda una camara DSLR de 6,1 megapixel (Canon®
EOS 70D, Canon®, Tokyo, Japdn) con un objetivo de distancia focal fija de 100 mm. La
lengua se presentd sobre una plantilla calibrada con escalas, en posicién extendida,
con la cara ventral en contacto con el fondo milimetrado y la superficie dorsal
perpendicular al objetivo de la cdmara. La distancia foco-lengua se mantuvo constante
en todos los disparos realizados, gracias al ajuste del tripode en una posicidn fija con

una extension fabricada a tal efecto.

El programa informatico de histomorfometria empleado fue el MIP-4° Advanced
(Digital Image, Barcelona, Espana). Después cargar las imagenes obtenidas a alta
resolucion se realizo el calibrado oportuno para asegurar la fiabilidad y precision de las
mediciones. Se midid el porcentaje total de superficie lingual que permanecia ocupado

con la lesidon con PVM (Camacho-Alonso y cols., 2019) (Imdgenes 23 y 24).
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Imagen 23. Calibracion de medidas en el software Imagen 24. Cdlculo del porcentaje de lesion con PVM
MIP-4 Advanced. en la hemilengua intervenida.
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3.9 INCREMENTO DEL PESO LINGUAL POSTOPERATORIO

Acto seguido, las muestras se procesaron para estudiar la recuperacion
volumétrica mediante su peso. De este modo las lenguas se seccionaron siguiendo el
surco central, practicando una incisién en la linea media paralela al eje longitudinal,
gue dividia el drgano en dos porciones: hemilengua control (derecha) y hemilengua
intervenida (izquierda). Ambas fueron pesadas en una balanza digital (GRAM FR,
Barcelona Espaia) con una resolucion de 0,001g. El estudio de la variable aumento del
peso lingual postoperatorio fue calculado como la diferencia de peso en mg entre lado
control y operado, que corresponde a la masa de tejido no regenerada a un tiempo de

sacrificio dado. Los datos se recogieron en la hoja de registro de cada espécimen.

3.10 ANALISIS HISTOLOGICO

Las hemilenguas que contenian el defecto con PVM en sus diferentes fases de
cicatrizacion se sometieron a un estudio histolégico exhaustivo. Desde su seccidn
fueron conservadas en una disolucion de formaldehido (formalina) al 10% de
concentracién (Tecnoquim S.L., Murcia, Espafia) durante 24 horas, momento en el cual
se sumergieron en parafina para conformar los bloques de corte. Se obtuvieron
secciones en el microtomo de 5 um de grosor, siguiendo una orientacién paralela al eje
mayor longitudinal, comenzando por la superficie de la cara dorsal avanzando en
direccidon a la cara ventral. Las secciones iniciales se descartaron, tomando como valida
aquella profundidad de corte en la cual el defecto alcanzaba mayor dimensiéon a nivel
transversal hacia la linea media. Los cortes seleccionados segln este criterio fueron

sometidos una tincién con H-E y examinados al microscopio dptico con aumentos 20x,
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40x y 100x, todas ellos por el mismo patdélogo cegado respecto de los grupos a los que

pertenecian.

Se establecié un andlisis semicuantitativo del grado de inflamacién y fibrosis
tomando como referencia un sistema de clasificacién que recoge de los diferentes
estadios de evolucion de la respuesta inflamatoria (Camacho-Alonso y cols., 2009).

La variable grado de inflamacidén se calculé en base a la presencia de ciertos
tipos celulares involucrados en el proceso inflamatorio como son los linfocitos y los

histiocitos. Se propusieron 5 grados:

* Grado 0: Ausencia de inflamacion.

* Grado 1: Leve presencia de histiocitos e infiltrado linfocitario.

* Grado 2: Presencia moderada de histiocitos e infiltrado linfocitario.

* Grado 3: Presencia severa de histiocitos e infiltrado linfocitario.

* Grado 4: Cicatrizacion completa. Pueden encontrarse células inflamatorias.

La variable grado de fibrosis se calculé en base a la presencia de fibroblastos y
a los niveles de depdsito de colageno acelular en el lugar de la lesién con PVM a un

tiempo determinado (Luxammechanporn y cols., 2006). Se establecieron 4 grados:

= Grado 0: Ausencia de fibrosis.

» Grado 1: Leve espesor de fibrosis y deposicidon de colageno acelular.

* Grado 2: Moderado espesor de fibrosis y deposicién de colageno acelular.

= Grado 3: Severo espesor de fibrosis y deposicion de colageno acelular.
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3.11 ANALISIS ESTADISTICO

Los datos fueron analizados usando el paquete estadistico SPSS version 20.0
(SPSS® Inc., Chicago, IL, Estados Unidos). Se realizd un estudio descriptivo de cada
variable. Aplicamos el test de normalidad de Kolmogorov-Smirnov y la prueba de
homogeneidad de Levene, y los datos mostraron una distribucién no normal, por lo
que la estadistica inferencial se realiz6 mediante tests no paramétricos. Los tests
Kruskal-Wallis y Dunn fueron aplicados para el estudio de las variables cuantitativas. La

significacién estadistica fue aceptada para p<0,05.
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4. RESULTADOS

4.1. EVOLUCION POSTOPERATORIA DEL PESO DEL ANIMAL

El orden de menor a mayor pérdida de peso corporal a los 2 dias de la cirugia

fue MAVU+CMPDMs < CMPDMs < MAVU < control y el orden de mayor a menor

aumento de peso a los 14, 28 y 42 dias fue MAVU+CMPDMs > CMPDMs > MAVU >

control, con diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) entre MAVU+CMPDMs

y el resto de grupos en los dias 14, 28 y 42. A los 2 dias de la cirugia, no se observaron

diferencias significativas entre ninguno de los grupos (p>0,05). A los 14, 28 y 42 dias los

animales cuyas lesiones hemilinguales con PVM fueron tratadas con CMPDMs

mostraron un aumento significativamente mayor de peso al compararlos con el grupo

control (p= 0,014, p= 0,007, y p= 0,007, respectivamente), y que el grupo MAVU en el

dia 42 (p=0,007). En los dias 28 y 42 los animales tratados con MAVU mostraron un

significativo mayor aumento de peso que el grupo control (p= 0,010, y p= 0,007;

respectivamente) (Tabla 1).

Grupos Estudio ] Dia 2 : Dia 14 ; Dia 28 . Dia 42
Mediana (Rango) Mediana (Rango) Mediana (Rango) Mediana (Rango)
MAVU + CMPDMs -1,00 (-3,00-1,00) 50,00 (47,00-55,00)**" 100,00 (90,00-105,00)**" 200,00 (190,00-205,00)"*"
MAVU -3,00 (-5,00-1,00) 26,00 (20,00-27,00)° 79,00 (75,00-82,00)”" 175,00 (172,00-178,00) %'
CMEOMs -2,00(-3,00-1,00) 28,00(23,00-29,00)" 83,00 (78,00-85,00)" 185,00 (180,00-186,00) """
Control -4,00 (-5,00-1,00) 19,00 (16,00-27,00)* 70,00 (67,00-75,00)"** 150,00 (143,00-156,00) **

* Diferencia significativa comparada con el grupo MAVU+CMPDMs; # Diferencia significativa comparada con el grupo MAVU; § Diferencia
significativa comparada con el grupo CMPDMs; T Diferencia significativa comparada con el grupo Control.

Tabla 1. Comparacion de la ganancia postoperatoria de peso (g) entre los diferentes grupos experimentales (Test de Kruskal-

Wallis and Dunn).
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4.2. ANALISIS MACROSCOPICO MORFOMETRICO DE LA REGENERACION

LINGUAL

El porcentaje de la superficie dorso-lateral de lengua ocupada por lesiéon con
PVM en orden de menor a mayor fue MAVU+CMPDMs < CMPDMs < MAVU < control
en todos los tiempos de estudio, con diferencias significativas (p<0.05) entre
MAVU+CMPDMs y el resto de grupos en los dias 2, 14, 28, y 42. En el dia 14 los
animales cuyas lesiones hemilinguales con PVM fueron tratadas con CMPDMs tuvieron
un significativo menor porcentaje de superficie del dorso lingual ocupada por lesiones
con PVM que los grupos tratados con MAVU (p=0,076) y el grupo control (p=0,009), y
en los dias 28 y 42 con el grupo control exclusivamente (p= 0,009 y p= 0,014;
respectivamente). En los dias 14, 28 y 42 los animales tratados con MAVU mostraron
un significativo menor porcentaje de superficie del dorso lingual ocupada por lesion

con PVM que el grupo control (p=0,009, p=0,009, p=0,014; respectivamente) (Tabla 2)

(Imdgenes 25 y 26).
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Imagen 25. Lengua tratada con MAVU + CMPDMs Imagen 26. Lengua tratada con infiltracion de
a los 28 dias de la cirugia (antes de usar el software CMPDMs a los 28 dias de la cirugia (antes de usar
de morfometria). el software de morfometria).
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Grupos Estudio 2ol Dia 14 Dia 28 Dia 42
Mediana (Rango) Mediana (Rango) Mediana (Rango) Mediana (Rango)
MAVU + CMPDMs 20,35 (17,65-22,51)#,8,% 15,21 (14,17-16,23)#,8,%* 10,19 (9,11-10,93)#,8,* 5,07 (4,11-5,56)#,8,1
MAVU 23,84 (22,95-24,56)* 18,84 (17,24-19,32)* .8, 15,24 (14,26-15,89)*,t 10,12 (9,11-10,82)*,*
CMPDMs 23,09 (22,16-23,98)* 17,25 (16,26-17,92)* #,1 14,37 (13,27-14,98)*,1 9,11 (7,85-9,24) *,t
Control 24,01 (23,94-25,00)* 22,45 (21,43-22,77)*#,§  21,61(20,41-21,98)*#,§ 20,26 (19,58-20,39) * #,§

* Diferencia significativa comparada con el grupo MAVU+CMPDMs; # Diferencia significativa comparada con el grupo MAVU; § Diferencia
significativa comparada con el grupo CMPDMs; T Diferencia significativa comparada con el grupo Control.

Tabla 2. Comparacion del porcentaje de de la superficie dorso-lateral de lengua ocupada por la lesion con PVM entre los diferentes

grupos experimentales (Test de Kruskal-Wallis and Dunn).

4.3. INCREMENTO DEL PESO LINGUAL POSTOPERATORIO

La diferencia en de peso en mg entre la hemilengua control y la intervenida en

orden de menor a mayor fue MAVU+CMPDMs < CMPDMs < MAVU < control en todos

los tiempos de estudio, con diferencias significativas (p<0,05) entre MAVU+CMPDMs y

el resto de grupos en los dias 2, 14, 28, y 42. En el dia 14 los animales cuyas lesiones

hemilinguales fueron tratadas con CMPDMs mostraron una significativa menor

diferencia de peso en mg entre el lado control y el lado operado que los grupos

tratados con MAVU (p=0,009) y el grupo control (p=0,009), y en los dias 28 y 42 con el

grupo control exclusivamente (p= 0,009 y p= 0,009; respectivamente). En los dias 14,

28, y 42 los animales tratados con MAVU mostraron una significativa menor diferencia

de peso en mg entre el lado control y el lado operado que el grupo control (p=0,009,

p=0,009, p=0,009; respectivamente) (Tabla 3).
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Griipos Estudio Dia 2 Dia 14 Dia 28 Dia 42
Mediana (Rango) Mediana (Rango) Mediana (Rango) Mediana (Rango)
MAVU + CMPDMs 84,29 (81,57-88,32)"%" 72,16 (70,78-74,89)**" 51,65 (50,59-54,16)"%" 15,33 (11,12-16,23)"%"
MAVU 97,42 (93,26-98,17)" 84,14 (83,68-89,25) """ 60,25 (58,69-63,92)"" 25,35 (23,58-27,21)""
CMPDMs 96,26 (92,38-97,18) 79,46 (76,77-81,35)""  58.43 (56,37-61,15)"" 22,26 (21,14-26,57) "'
Control 101,26 (95,28-103,19)" 89,37 (93,27-99,14)% 9548 (93,81-96,55)""" 89,37 (88,57-90,35) "**

* Diferencia significativa comparada con el grupo MAVU+CMPDMs; # Diferencia significativa comparada con el grupo MAVU; § Diferencia
significativa comparada con el grupo CMPDMs; 1 Diferencia significativa comparada con el grupo Control.

Tabla 3. Comparacion del peso lingual postoperatorio (diferencia en mg entre hemilengua control y hemilengua intervenida) entre

los diferentes grupos experimentales (Test de Kruskal-Wallis and Dunn).

4.4 ANALISIS HISTOLOGICO

El grado de inflamaciéon en orden de menor a mayor fue MAVU+CMPDMs <

CMPDMs < MAVU < control en todos los tiempos de estudio, con diferencias

significativas (p<0,05) entre MAVU+CMPDMs y los grupos MAVU y control los dias 28, y

42. En los dias 28 y 42 los animales cuyas lesiones hemilinguales fueron tratadas con

CMPDMs mostraron un significativo menor grado de inflamacion que el grupo control

(p=0,031, y p= 0,033; respectivamente) (Imagen 27)(Tabla 4).

El grado de fibrosis en orden de menor a mayor fue MAVU+CMPDMs <

CMPDMs < MAVU < control en todos los tiempos de estudio, con diferencias

significativas (p<0,05) entre MAVU + CMPDMs y los grupos MAVU y control los dias 14,

28, y 42. En los dias 14, 28 y 42 los animales cuyas lesiones hemilinguales fueron

tratadas con CMPDMs mostraron un significativo menor grado de inflamacién que el

grupo control (p= 0,050, p= 0,033, y p= 0,016; respectivamente) (Imagen 28)(Tabla 5).
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Grupos Estudio Dia2 Dia 14 Dia 28 Dia 42
Mediana (Rango) Mediana (Rango) Mediana (Rango) Mediana (Rango)
MAVU + CMPDMs 2,00 (2,00-3,00) 2,00 (1,00-3,00) 1,00 (0,00-2,00)"" 1,00 (0,00-1,00)""
MAVU 3,00 (2,00-3,00) 3,00 (2,00-3,00) 2,00 (2,00-3,00) 2,00 (1,00-2,00)
CMPDMs 2,50 (2,00-3,00) 2,00 (2,00-3,00) 2,00 (1,00-2,00)" 1,00 (0,00-2,00)"
Control 3,00 (3,00-3,00) 3,00 (2,00-3,00) 3,00 (2,00-3,00) 2,00 (2,00-3,00) "

* Diferencia significativa comparada con el grupo MAVU+CMPDMs; # Diferencia significativa comparada con el grupo MAVU; § Diferencia

significativa comparada con el grupo CMPDMs; 1 Diferencia significativa comparada con el grupo Control.

Tabla 4. Comparacion del grado de inflamacion entre los diferentes grupos experimentales (Test de Kruskal-Wallis and Dunn).

i bl Dia 2 Dia 14 Dia 28 Dia 42
Mediana (Rango) Mediana (Rango) Mediana (Rango) Mediana (Rango)
MAVU + CMPDMs 2,00 (1,00-3,00) 2,00 (1,00-2,00)" 1,00 (0,00-2,00)" 0,00 (0,00-1,00)"
MAVU 3,00 (2,00-3,00) 2,00 (2,00-3,00) 2,00 (1,00-3,00) 2,00 (0,00-2,00)
CMPDMs 2,00 (2,00-3,00) 2,00 (2,00-2,00)" 1,00 (0,00-2,00)" 1,00 (0,00-1,00)"
Control 3,00 (3,00-3,00) 3,00 (2,00-3,00)"* 2,00 (2,00-3,00)"* 2,00 (1,00-3,00)"*

* Diferencia significativa comparada con el grupo MAVU+CMPDMs; # Diferencia significativa comparada con el grupo MAVU; §
Diferencia significativa comparada con el grupo CMPDMs; T Diferencia significativa comparada con el grupo Control.

Tabla 5. Comparacion del grado de fibrosis entre los diferentes grupos experimentales (Test de Kruskal-Wallis and Dunn).

| Imagen 27. Observacion

bajo el microscopio dptico a
40x de aumento en el que
se aprecia una respuesta
inflamatoria moderada del
grupo MAVU+CMPDMs a
los 2 dias de la cirugia.
Imagen 28. Observacion
bajo el microscopio dptico a
40x de aumento en el que
se aprecia una fibrosis
moderada del grupo control

a los 28 dias de la cirugia.
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5. DISCUSION

En el afio 2018 fueron registrados un total de 33.950 casos de cancer de la
cavidad oral (CCO) y un total de 6.800 muertes por este tipo de entidad (Gdmez y cols.,
2018). En los ultimos afios, se ha producido ademds un aumento de la incidencia del
CCO en pacientes jovenes, observando que del 4-6% se diagnostican en menores de 40
afios (Udeabor y cols., 2012). Teniendo en cuenta que el 60% de los CCO afectan a la
lengua (Siegel y cols., 2011; Amit y cols., 2013) y que el tratamiento quirudrgico en la
mayoria de las ocasiones provoca una lesién con PVM, bien sea en el caso de tumores
linguales en estadios T1y T2 que requieren una glosectomia parcial, o bien en tumores
avanzados T3 y T4 susceptibles de la practica de glosectomia total (Righini y cols.,
2019); las funciones esenciales como la fonacién, degluciéon, masticacién y respiracién,
suelen quedar seriamente afectadas, repercutiendo enormemente en la calidad de

vida de los pacientes afectados (Tong y cols., 2016; Zhang y cols., 2018).

En los ultimos afios la ITRM ha ido encaminada a la creacién en el laboratorio
de matrices acelulares en combinaciéon con el uso de células madre autdlogas u
obtenidas de mamiferos singénicos, que posteriormente son implantadas para la
reparacion de la PVM (Kim y cols., 2003; Luxameechanporn y cols., 2006; Koning y cols.,
2009). Estas técnicas de ITRM, que han sido aplicadas de forma exitosa en la
reparacién de extremidades y heridas faciales tanto en la poblacidn civil como militar
(Levenberg y cols., 2005) suponen una interesante via de investigacion en la restitucién
del defecto muscular y la funcién dinamica en lenguas con lesiones con PVM (Halum y

cols., 2008).

Este trabajo constituye la primera investigacidon sobre el uso de un constructo

de MAVU porcina y CMPDMs para la regeneracion de la musculatura lingual tras una
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lesiéon lingual con PVM lingual. Los resultados obtenidos en el presente estudio
evidencian un aumento del peso postoperatorio en los animales tratados con MAVU
porcina + CMPDMs (indicando una reduccién del dolor bucal), un menor porcentaje de
superficie del dorso lingual ocupada por la lesién con PVM, una menor diferencia de
peso en mg entre la hemilengua control e intervenida, un menor grado de inflamacion
crénica y fibrosis, y una mayor presencia de nuevo tejido que en los otros tres grupos
de tratamiento a los 2, 14, 18 y 42 dias desde la creacién de la lesion hemilingual con

PVM.

Resultados similares han sido obtenidos por otros autores, usando la ITRM para
la regeneracion de lesiones linguales con PVM con CMPDMs de mamiferos singénicos
(Kim y cols., 2003; Luxameechanporn y cols., 2006) en animales de experimentacion.
Kim y cols. (Kim y cols., 2003) realizaron hemiglosectomias con una reseccién muscular
gue se extendia en profundidad hasta el rafe medio y posteriormente hasta el margen
anterior de la papila circunvalada manteniendo la mucosa intacta, en un total de
treinta ratas Lewis macho. Cuando la incisién fue suturada, se comprobé el potencial
regenerativo de musculo esquelético lingual usando un hidrogel rico en coldgeno como
scaffold que contenia la infiltracion de una suspension de CMPDMs de una rata
singénica, comparandolo con el uso exclusivo de hidrogel rico en colageno y un grupo
control al que se le inyectd cloruro sédico. A las seis semanas tras la cirugia, y al igual
que ocurria en este estudio al usar MAVU porcina + CMPDMs, las lenguas
hemiglosectomizadas tratadas con hidrogel rico en colageno + CMPDMs mostraron una
menor diferencia de peso en mg entre el lado control y el lado operado, una mayor
presencia de nuevo tejido con areas de tejido musculoesquelético alrededor de islotes

de hidrogel residual, mayor evidencia de neovascularizacidon y regeneracidén nerviosa
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(mediante el andlisis histolégico con tincién de H-E, tricrémico de Masson e

inmunohistoquimico con anti-Desmina).

Luxameechannporn y cols., (Luxameechannporn y cols., 2016) realizaron
hemiglosectomias con una reseccion muscular idéntica a la de los autores anteriores y
preservando también las capas mucosa y submucosa, en un total de veintiocho ratas
Lewis hembras. Previamente a la sutura de la heridas, catorce lesiones con PVM fueron
rellenadas con una matriz de gel de colageno + CMPDMs vy las otras catorce fueron
rellenadas exclusivamente con la matriz de gel de coldgeno. A las seis semanas tras la
cirugia, y al igual que los resultados obtenidos con el grupo experimental MAVU
porcina + CMPDMs del presente estudio, las lenguas hemiglosectomizadas tratadas con
gel de colageno + CMPDMs confirmaron un menor grado de inflamacion crénica y
fibrosis, y una mayor cantidad de musculo esquelético neoformado (mediante el

estudio histoldgico con tincién de HE, e inmunohistoquimica con anti-Desmina).

Los resultados obtenidos indicaron que la aplicacién exclusiva de CMPDMs
también favorece la regeneracién de lesiones linguales con PVM (aunque con menor
potencial que el constructo de MAVU porcina + CMPDMs). En este sentido, Plowman y
cols. (Plowman y cols., 2014) observaron en un modelo sobre ovejas Dorper con
lenguas denervadas, que al implantar células madre derivadas de musculo obtenidas
de una biopsia previa del musculo esternoicleidomastoideo, se producia un incremento
de fibras musculares, se atenuaba la atrofia muscular, se generan nuevas miofibras, y
se producia un incremento de la fuerza contractil lingual. Incluso se ha comprobado
qgue la administracion de células multipotenciales mucosas y estromales de origen
humano reducen la fibrosis lingual en ratas hemiglosectomizadas (Roh y cols., 2017;

Vahabzadeh-Hagh y cols., 2018).
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A raiz de nuevos avances, la ITRM se ha beneficiado del uso de nuevas
estructuras tridimensionales porosas que cumplen no solo un papel pasivo de soporte
mecanico y proteccién fisica de las células madre cultivadas en su interior, si no que
también participan de manera activa en el proceso de regeneracion a través de una
cascada de sefiales extracelulares inducidas por los componentes que poseen. Al
tradicional scaffold empleado en este tipo de tratamientos a base de colageno se
afladen otros como son las matrices de fibrina, acido hialurdnico, acido poliglicélico y
otros polimeros naturales y sintéticos (hidrogel). Caracteristicas como la porosidad
(entendida como la densidad de espacios intrarreticulares altamente interconectados)
responsable de permitir la migracion celular, intercambio de fluidos, crecimiento tisular
y neovascularizacién, constituyen un aspecto importante en la eleccién del scaffold
para la regeneracién del tejido dseo (Kim y Kim, 2019; Norouz y cols., 2019). Sin
embargo, en la regeneracién de tejidos blandos, el nivel de porosidad no desempefia
un papel tan importante como si lo hace la configuracidn tridimensional intrinseca, la
cual deberia imitar al maximo la estructura nativa del tejido blando a reconstruir
(Sivayohan y cols., 2013). En este sentido, la MAVU porcina estd compuesta por una
estructura tridimensionalmente homogénea altamente rica en colageno, con
propiedades de elasticidad, contractibilidad y resistencia similares al musculo
esquelético de mamiferos. Ademas, la presencia en esta estructura acelular rica en
colageno, de diversas moléculas tales como enzimas, factores de crecimiento, y
proteinas de adhesidn celular permiten a este scaffold cumplir su funcién de movilizar
y reclutar los mioblastos sembrados en él. Finalmente, su caracter acelular y libre de
antigenos que impide la posibilidad de respuesta inmune del receptor (enfermedad
injerto contra huésped) lo convierten en un scaffold ideal para la regeneraciéon de

musculo esquelético (Kenar y cols., 2019).
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Una de las principales limitaciones del presente estudio fue la imposibilidad de
comparar nuestros resultados con otros articulos de la literatura cientifica. Aunque la
MAVU porcina ha sido empleada con éxito como scaffold en combinacién con
mioblastos para la regeneracién de lesiones con PVM en diferentes musculos
(Machingal y cols., 2011; Corona y cols., 2012; Aurora y cols., 2015; Aurora y cols.,
2016), esta es la primera investigacion sobre la aplicacidon de un constructo de MAVU
porcina y CMPDMs para la regeneracidon de la musculatura lingual en lesiones con
PVM. Estudios similares realizados en lengua, se centran en el uso de la MAVU con una
presentacién en polvo aplicada de forma tdpica para la regeneracién de heridas
superficiales de mucosa lingual (sin afectacion muscular) en ratas Sprague-Dawley

(Camacho-Alonso y cols., 2019).

En este sentido, Aurora y cols., (Aurora y cols., 2015; Aurora y cols., 2016)
utilizaron la MAVU porcina exclusivamente (sin ser cultivada con CMPDMs) para la
regeneracion de defectos musculotendinosos con PVM en el musculo gastrocnemio y
tendon de Aquiles, y en el musculo tibial anterior en ratas Lewis. Ocho semanas
después comenzar la regeneracion de la lesion musculotendinosa, la MAVU porcina fue
completamente reabsorbida sin remodelacion tisular, sugiriendo que la aplicacidon de
este scaffold de forma exclusiva no es adecuada para la reparacidn clinica de lesiones
musculotendinosas. En relacién a las lesiones con PVM en el musculo tibial anterior,
ocho semanas después del tratamiento, la MAVU porcina implantada se remodeld a un
tejido fibrético que mejoré la funcion muscular que confirmd una reparacién y no una
regeneracion muscular en sentido estricto. Nuestros resultados con el uso de MAVU
porcina aislada, indicaron una mayor regeneracién lingual de la lesién con PVM que en
los animales del grupo control. Resultados positivos con el uso exclusivo de MAVU han

sido publicados incluso en humanos; Sicari y cols., (Scicari y cols., 2014) en el afio 2014,
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aplicaron la MAVU porcina a cinco pacientes con lesiones con PVM en el musculo tibial
anterior, cuadriceps, y musculo tibial lateral. Las biopsias musculares obtenidas entre
las 5 y 32 semanas después de la regeneracién, mostraron evidencias de CD146+,

NG2+, PVSCs+ y desmina+.

El uso de constructos basados en MAVU porcina con células madre ha sido
usado con éxito para la regeneracion de otros musculos esqueléticos en mamiferos.
Ciertos autores como Machingal y cols., en el afio 2011 (Machingal y cols., 2011) y
Corona y cols., en el afio 2012 (Machingal y cols., 2012) trataron lesiones con PVM en
el musculo dorsal ancho de ratones Nude (nu/nu) con el uso simultaneo de MAVU y
células progenitoras musculares obtenidas de los musculos séleo y tibial anterior de
ratas Lewis y ratones Nude (nu/nu) singénicos. Ocho semanas después de la
regeneracion, los defectos musculares sometidos a dicho tratamiento evidenciaron la

presencia de miofibras desmina + y signos de neovascularizacién.

Este estudio presenta diversas limitaciones. En primer lugar, nuestros resultados
no pueden ser comparados con otros estudios de la literatura cientifica puesto que se
trata del primer ensayo del que se tenga constancia en el que se emplea la MAVU
porcina y CMPDMs para la regeneracion de lesiones linguales con PVM. Por otro lado,
se requieren futuros estudios que apliquen el binomio de MAVU porcina y CMPDMs
tanto in vivo en animales de experimentacién recurriendo a muestras de mayor

tamano, como en ensayos clinicos en humanos.
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6. CONCLUSIONES

1. El dolor intraoral, cuantificado indirectamente por el menor aumento de peso
postoperatorio en ratas Lewis hemiglosectomizadas, fue menor en las tratadas con

MAVU porcina + CMPDMs, tanto a los 2, 14, 28, y 42 dias.

2. La superficie dorso-lateral no regenerada de la hemilengua con PVM en ratas
Lewis hemiglosectomizadas fue menor en las tratadas con MAVU porcina +

CMPDMs, tanto a los 2, 14, 28, y 42 dias.

3. El incremento de peso postoperatorio en la hemilengua intervenida en ratas
Lewis hemiglosectomizadas fue mayor en las tratadas con MAVU porcina +

CMPDMs, tanto a los 2, 14, 28, y 42 dias.

4. El grado de inflamacion lingual en ratas Lewis hemiglosectomizadas fue menor

en las tratadas con MAVU porcina + CMPDMs, tanto a los 2, 14, 28, y 42 dias.

5. El grado de fibrosis lingual en ratas Lewis hemiglosectomizadas fue menor en

las tratadas con MAVU porcina + CMPDMs, tanto a los 2, 14, 28, y 42 dias.
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