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RESUMEN

Objetivos: Determinar el efecto cicatrizante de una crema formulada de homogenizado del cordén umbilical humano en
heridas incisas inducidas en ratones. Material y Métodos: Estudio experimental en donde se emplearon 24 ratones albinos, a
quienes se les practic6 mediante el empleo de un sacabocado una incisién de £+ 7mm de diametro en el dorso previamente
depilado. Los animales fueron agrupados y tratados diariamente durante diez dias como: Grupo control negativo (crema base);
Grupo experimental (crema de homogenizado de cordén umbilical 1%); Grupo control positivo (Crema Hipoglos®). Se valoro el
area de lesion al inicio y al término del tratamiento, asi como el estudio histolégico al término. Resultados: El porcentaje de
cierre de las heridas en el grupo control negativo, crema de homogenizado de cordon umbilical (CU) e Hipoglos fueron 84.3%;
90.3% y 83.3% respectivamente; aunque el grupo tratado con homogenizado de CU present6 mayor porcentaje de cierre este
no fue significativo respecto a los otros grupos (p=0.18); sin embargo el estudio histopatolégico mostré aumento de fibroblastos
y linfocitos en el grupo con homogenizado de CU. Conclusiones: La crema formulada con el homogenizado de corddn
umbilical 1% mejora la calidad de la cicatrizacion de heridas en un modelo experimental inducido en ratones.
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ABSTRACT

Objectives: To determine the healing effect of a formulated homogenized cream of the
human umbilical cord in incised wounds induced in mice. Material and Methods: An
experimental study comprised of 24 albine mice were used, who were practiced by using a
punch with an incision of 7mm of diameter in the previously depilated back. The animals
were grouped and treated daily for ten days as: Negative control group (base cream);
Experimental group (umbilical cord homogenate cream 1%); Positive control group
(Hipoglos® Cream). The area of the lesion was assessed at the beginning and at the end of
the treatment, as well as the histological study at the end. Results: The percentage of
wound closure in the negative control group, umbilical cord homogenate (CU) and Hipoglos
were 84.3%; 90.3% and 83.3% respectively; although the group treated with homogenate of
CU presented a higher percentage of closure, this was not significant with respect to the
other groups (p = 0.18); however, the histopathological study shows an increase in
fibroblasts and lymphocytes in the CU homogenate group. Conclusions: The cream
formulated with the umbilical cord homogenate 1% improves the quality of healing in an
experimental model induced in mice.
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INTRODUCCION

La piel es uno de los érganos mas importante del ser
humano tanto por su tamafio como por sus funciones.
Es un tejido resistente y flexible que cubre todo el
cuerpo y que dentro de sus funciones encontramos a la
de proteccién evitando el ingreso de algin tipo de
germen del exterior, separando asi nuestro medio
interno con el ambiente externo. Pero su funcién no
solo es de proteccion, si no también tiene un efecto de
equilibrio térmico, que nos ayuda a conservar la
temperatura corporal ademas de actuar como barrera
ante la pérdida de agua. Ademas que la edad, el sexo,
la raza y el clima son factores que pueden modificar
ampliamente el aspecto y la constitucion de la piel y la
hacen mas o menos vulnerable frente a diversas
patologias @,

Después de un traumatismo en la piel se forma una
herida y el proceso de curacion se inicia de inmediato.
En funcién del tipo de herida, la epidermis y la dermis
pueden quedar destruidas y tienen que ser restauradas
mediante la reparacion tisular. Este es un proceso muy
complejo que hoy dia es todavia objeto de una
investigacién intensiva. La cicatrizacion es un
mecanismo que depende de la hemostasis y de un
estado inflamatorio inicial, causado por la lesion.
Posteriormente entra en una fase proliferativa de
células epidermales, endoteliales y de fibroblastos, que
generaran un tejido de granulacion inicial. Finalmente
sobreviene se presenta neovascularizacion, generacion
de una nueva matriz de colageno que forma una
escara y se produce el remodelamiento del tejido de
granulacion, con la generacion de nuevas fibras de
colageno y la diferenciacion de los fibroblastos en
miofibroblastos, que aumentan la fuerza tensil y
permiten la aproximacioén de los bordes de la lesién @,

El proceso de la cicatrizacién de las heridas es una
respuesta natural a las injurias destinada a restaurar la
integridad tisular en todos los érganos y sistemas y su
normal desarrollo constituye la piedra fundamental
sobre la cual descansan diversas especialidades
médicas. El tiempo necesario para la cicatrizacion
espontanea de las heridas es variable, de manera que
una lesién compleja o crénica presenta un tiempo de
curacion excesivamente largo. Los tratamientos
tradicionales establecen entre 150 a 180 dias, para
lograr una curacion efectiva en porcentajes de
pacientes 23),

El tratamiento de las heridas se encuentra desde

tiempos remotos en el Papiro de Smith, donde se
describen el empleo de grasa de animal, miel y fibras
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de algoddon. De esta manera curaban la herida,
empiricamente a través de mecanismos
antibacterianos, osmoticos y enzimaticos(4). Los
esfuerzos de la investigacién actual en esta area estan
dirigidos a establecer acciones terapéuticas mas
eficaces y de bajo costo ya que no existe un
tratamiento ideal. A nivel comercial existen diversos
productos farmacéuticos y naturales conteniendo
farmacos, vitaminas, minerales, plantas medicinales,
gue han buscado un efecto mejorado en el proceso de
cicatrizacion. Asi mismo se observa un mayor interés
en el uso del acido hialurénico por su efecto en la
reparacion de heridas de dificil cicatrizacion ©®),

El cordén umbilical es un elemento indispensable en la
viabilidad de la gestacion, aunque una vez finalizado
esta etapa forma parte de los productos de desecho,
junto con la placenta y las membranas amnidticas. Es
también conocido que diversos elementos que
componen este tejido se emplearon de antafio en la
curacién empirica de procesos ulcerosos dérmicos. En
la década de los afios sesenta, ya se habia
documentado los beneficios del mismo, debido al
desarrollo de un proceso de granulacion que conducia
a una epitelizacién satisfactoria ©. Asi también el
cordon umbilical posee células madres que tienen la
capacidad de formar glébulos rojos, leucocitos y
plaguetas; elementos muy Utiles para mejorar la
cicatrizacion de heridas 9. Ademas se ha reportado
el alto porcentaje de é&cido hialurénico en el cordén
umbilical; sin embargo es fundamental ofrecer mayores
evidencias cientificas de su eficacia en el proceso de
cicatrizacion para elevar el uso de derivados de cordoén
umbilical a un nivel clinico (10,

El objetivo de nuestra investigacion es evaluar el efecto
cicatrizante de una crema formulada a partir del
homogenizado de cordon umbilical en heridas incisas
inducidas en ratones.

MATERIAL Y METODOS

ANIMALES

Se emplearon 24 ratones adultos de la especie Mus
musculus, de sexo masculino, con una edad de dos
meses y un peso promedio de 24 g, procedentes del
Instituto Nacional de Salud (INS). Se sometieron a un
periodo de adaptacion de siete dias, con agua y
alimentacion ad libitum, bajo condiciones controladas
de temperatura (24°C), humedad relativa (70%) y con
un foto-periodo de 12h de ciclo de luz y 12h de
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ciclo de luz y 12h de oscuridad. El proyecto se realizé
en el Bioterio de la Facultad de Medicina Humana de la
Universidad Nacional Mayor de San Marcos.

OBTENCION Y PROCESAMIENTO DEL CORDON
UMBILICAL

Las muestras de corddén umbilical residual fueron
obtenidas de una donante atendida en el Servicio de
Gineco-Obstetricia de una Institucion de salud, previo
consentimiento de la paciente. Las condiciones que
debié cumplir la donante fueron: gestacion a término,
catalogado de bajo riesgo obstétrico, controles
prenatales completos, pruebas de VIH, Hepatitis, sifilis
y TORCH negativo. Se realiz6 la separacion de la
placenta del cordon umbilical, luego se procedié a la
exanguinacion del cordén.

El cordén umbilical fue seccionado en trozos de
aproximadamente 2 cm de longitud y congelado a -4°C.
Posteriormente se mezclé a una razén de 1000g de
tejido/4L de disolucion de cloruro de sodio 0,2% plv, y
se homogenizé empleando un homogenizador de
tejido. Finalmente se realizd la centrifugacion a una
velocidad de 7000 rpm.(9) A partir de un producto base
se formulé una crema conteniendo el sobrenadante del
homogenizado de cordén umbilical.

DISENO EXPERIMENTAL

Investigacion de tipo experimental, que mide el efecto
del homogenizado de cordon umbilical (variable
independiente) en el area de la herida, presencia de
células inflamatorias, fibroplasia y la
neovascularizacion de las heridas (variables
dependientes).

Los ratones fueron anestesiados con ketamina
50ml/kg, IP, se depilaron el area del lomo de todos los
animales. Veinticuatro horas después se desinfectaron
las areas depiladas y se les practicé una incision en el
lomo en un area aproximada de 7mm de diametro
empleando un biétomo en sacabocado de acero
quirurgico.

Los ratones fueron tratados aleatoriamente como:
Grupo control negativo (n=8): Crema base; Grupo
experimental(n=8): crema de homogenizado de cordén
umbilical (CU) y Grupo control positivo(n=8): Crema
Hipoglds®. Los tratamientos se realizaron diariamente
durante 10 dias. El volumen empleado por cada animal
fue 0.1cc.

Se tomaron imagenes fotograficas de las heridas los
dias 1 y 10 del experimento. Las lesiones fueron
analizadas y sus areas medidas con el programa de
autoCAD 2010®. Se determing el area de la lesion el
dia O y el dia 11. Asi mismo se determiné el area de
cierre de la herida al final del tratamiento.
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PROCESAMIENTO Y EVALUACION
HISTOPATOLOGICA

Al décimo un dia de inducida la lesion, se realizé la
eutanasia de todos los roedores mediante una
sobredosis de pentobarbital sodico intraperitoneal
(100mg/kg de peso). Inmediatamente después se tomo
una muestra de tejido, por escision quirdrgica. La
fijacion de la misma se realiz6 con formol neutro buffer
al 10% por 24 horas, procesandose por la técnica
clasica de inclusion en parafina. Las muestras se
cortaron a un espesor de 5-8 micrometros,
coloredndose con hematoxilina-eosina. Las
observaciones histopatolégicas se realizaron por
microscopia 6ptica a través de un microscopio 6ptico
en 2 aumentos: 10X y 40X.

Las imégenes capturadas permitieron evaluar la
reepitelizacion, presencia de fibroblastos, tejido de
granulacion y respuesta inflamatoria tisular.

ANALISIS ESTADISTICO

Para el analisis de los datos se utilizé el software IBM
SPSS v20.0, a fin de determinar las medidas
cuantitativas asi como sus valores de tendencia
central. Se evalud la normalidad mediante la prueba de
Shapiro-Wilk y la diferencia mediante la prueba
paramétrica  ANOVA y prueba T para muestras
relacionadas. El nivel de confianza fue determinado en
un 95%.

ASPECTOS ETICOS

Se tomaron en cuenta las recomendaciones éticas para
el manejo de animales de experimentacién segun el
Instituto Nacional de Salud del Peru (INS) 1. El
método de eutanasia empleado fue inducido por
Pentobarbital 60 mg/kg; considerado un método
aceptable para roedores por el Report of the AVMA
Panel on Eutanasia (1993) y el Euthanasia of
Experimental Animals, de la Unién Europea (1995) (12),

RESULTADOS

En la tabla 1 se observan las areas de las lesiones en
el lomo de los roedores en cada grupo de tratamiento.
No se observa diferencias significativas en el area de
las lesiones el dia 0; sin embargo en el dia 11 se
obtiene un p< 0.05 demostrandose diferencias entre los
grupos al final del tratamiento. Asi mismo se observa
que el 12.5% de los animales del grupo tratado con
homogenizado de CU presentaron cicatrizacion
completa de la herida; en contraste a los otros grupos.
El p valor de la prueba t para muestras relacionadas
obtenidas es <0.01 para todos los grupos. En todos los
casos se demuestra cierre significativo de la lesion en
el dia 11 de tratamiento.
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Tabla 1. Area de lesién de los roedores al inicio y término del tratamiento

Area de la lesion (mm?2)

Tratamiento p valor
Dia 0 Dia 11
Crema base 0.69+0.21 0.11+0.05 <0.01
Crema de homogenizado de CU 0.56+0.25 0.05+0.04 <0.01
Crema Hipoglos® 0.58 £0.10 0.09 £0.05 <0.01
p valor entre los tratamientos 0.43 0.03

Medidas reportadas: Media y Desviacion estandar

PORCENTAIJE (%) DE CIERRE DE HERIDAS

Crema Hipoglos

Crema de homogenizado de CU

Crema base

78 80

- NN 4.3

- 00.3

N 533

84 86 88 90 92

Figura 1. Porcentaje de cierre de heridas al finalizar el tratamiento

El mayor porcentaje de cierre de heridas fue
evidenciado en el grupo tratado con homogenizado de
CU, donde se observa un 90.3% de reduccion en el
area de la lesién el dia 11 en relacion al dia 0. El valor
p del analisis de varianza de los tres grupos fue 0.18;
representado no diferencias significativas entre los tres
grupos. (Figura 1)

En relacién a los resultados histolégicos de las lesiones
obtenidas el dia 11, en el grupo tratado con crema
base se evidencia cantidad de fibroblastos escasa,
elevado tejido de granulacion. No se encontr
presencia de leucocitos. En el grupo tratado con crema
de homogenizado de CU se observa notoria cantidad
de fibroblastos, habiendo en menor cantidad tejido de
granulacion y proliferacion de linfocitos.

Finalmente en las lesiones tratadas con crema
Hipoglos, se muestra que la cantidad de fibroblastos es
muy notoria, habiendo en menor cantidad tejido de
granulacion sin presencia de leucocitos. (Figura 2).
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DISCUSION

De acuerdo a los resultados observados en nuestro
estudio observamos que el grupo tratado con la crema
de homogenizado de CU presenté un mayor porcentaje
de cierre de la lesiébn donde se observa un 90.3% de
reduccioén en el area de la herida el dia 11; sin embargo
este porcentaje no alcanzo significancia (p=0.18).

Sin embargo, en la calidad de la cicatrizacién,
evidenciada mediante el estudio histoldgico, se observa
proliferacion de fibroblastos, habiendo en menor
cantidad tejido de granulacion vy proliferacion de
linfocitos. Estos resultados indican una mayor ventaja
en la curacion de las heridas de este grupo en relacion
al grupo control.

Como es conocido el proceso de cicatrizacion de una
herida tiene como finalidad la restauracion de la
integridad fisica de un tejido, a través de la formacion
de tejido fibroconectivo. La cicatrizacion empieza muy
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Grupo
Control

Grupo
Corddn
Umbilical

Figura 2. Evaluacién histoldgica de los grupos de tratamiento (10X, 40X)

precozmente en el curso de la inflamacion,
generalmente, 24 horas después de la lesién proliferan
los fibroblastos y las células endoteliales, que forman
en un periodo de 3 a 5 dias un tejido especializado,
denominado tejido de granulacion. La proliferacion de
fibroblastos en las heridas estd relacionado con un
rapido proceso de cicatrizacion (13,

El mecanismo por el cual la crema preparada de
homogenizado del cordon umbilical humano favorecio a
la calidad de cicatrizacion de las heridas no es del todo
claro; sin embargo, existen diversos estudios que
plantean posibles hipétesis al respecto.

Alluru et al % plantea que la mejora en la cicatrizacion
es debido a la sangre de corddén umbilical la cual es
una  fuente rica de células progenitoras
hematopoyéticas y no hematopoyéticas que se pueden
diferenciar en una variedad de células, que incluyen
queratinocitos. Los autores plantean que la transfusion
de sangre de corddn puede acelerar la reparacion de
heridas y quemaduras, y mejorar tanto la morbilidad
como la mortalidad por esta causa. Liu et al @9
sugieren que el trasplante de células mesenquimales
de cordéon umbilical humano puede mejorar
efectivamente la cicatrizacibn de heridas por
guemadura en un modelo en ratas, sugiriendo que
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podrian ser la base tedrica para la aplicacion clinica de
este compuesto en &reas de quemados. Estos
resultados fueron refrendados por otros autores en un
modelo experimental murino (9),

Asi mismo estudios similares en modelos animales de
ulcera en ratas diabéticas fueron realizados,
observandose que diversos componentes de cordon
umbilical podrian ofrecer ventajas en la curacion de
heridas inducidas, aunque los resultados son limitados
por la complejidad de esta patologia 1719,

Asi también otros componentes del cordon umbilical
podrian favorecer la cicatrizaciéon. Bakhtyar y col 29
aislaron gelatina de Wharton de cordones umbilicales
demostrando que este compuesto mejora la
cicatrizacion de heridas in vitro, asi como in vivo para
las heridas en ratones. La tincién in vivo de las heridas
reveld una longitud de herida méas pequefia en las
heridas tratadas en comparacion con el tratamiento
control mejorando la migracién celular y la
diferenciacion de fibroblastos in vitro, acortando la fase
de proliferacién de la cicatrizacion de heridas.

Son diversas las hipétesis planteadas acerca de los
posibles elementos contenidos en el cordon umbilical
responsables de la cicatrizacion; tales como el acido
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hialurénico, las células mesenquimales entre otras. El
material gelatinoso del cordén umbilical o gelatina de
Wharton es una valiosa fuente de células madre
mesenquimales con posibilidad de favorecer la
curacion de las heridas (9,21-23).

Aungue nuestros resultados son preliminares, es
necesario mantener la linea de investigacion pues
resulta prometedor la formulacion de un medicamento
innovador cicatrizante de origen bioldgico, rentable y
abundantemente disponible, lo que lo convertiria en
una opcién de tratamiento muy satisfactorio para el
vendaje de la herida y la regeneracién de la piel,
especialmente en heridas de dificil cicatrizacion.

En conclusion la crema formulada con el
homogenizado de cordon umbilical 1% mejora la
calidad de la cicatrizaciébn de heridas en un modelo
experimental inducido en ratones.
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