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RESUMEN: Para promover la reparacion y regeneracion muscular, se han desarrollado diferentes estrategias, sin embargo, alin no
existe un tratamiento Unico aceptado. Investigaciones relacionan los efectos terapéuticos de la miel en el procescida diehigizdas de
diversas etiologias. Considerando lo anterior, el propésito de este estudio fue evaluar los efectos de una formulaciomizshsedva
(UImoplus®) en la reparacion de lesiones musculares por incision quirdrgica. A cinco cargfslégus cuniculysse les realiz6 una
incision de 20 mm de largo y 3 mm de ancho en la region anterior de cada pierna, atravesando la epidermis, dermis yilebiraisevior,
hasta alcanzar el periostio de la tibia. La pierna izquierda de cada animal fue clasificada como grupo sutura (S) gtadegecha sutura
mas Ulmoplus® (S+U). Posteriormente, al grupo S+U se le aplicé Ulmoplus® en toda la extension de la herida. Luego, epasnlms gru
incision fue suturada con cuatro puntos intradérmicos (vicryl 2/0). Un animal fue considerado como control para obteeghistafgicas
del misculo tibial anterior sin injuria. A los 10 dias post incision, fueron tomadas las biopsias del musculo y postdtieroreptecesadas
para su observacién en microscopio de luz. El estudio se llevé a cabo considerando las recomendaciones de la Guiadmya i dCdeda
Animales de Laboratorio. A los 10 dias post incision, las injurias, en ambos grupos de animales, se encontraban cesigdas gesin
infeccién. EI musculo tibial anterior de los especimenes del grupo S se encontraba en la fase de reparacion, con protesussaoieco
fagocitosis del tejido necrotizado, regeneracion de miofibras y formacién de tejido conectivo cicatrizal. El musculcetibiaarios
animales del grupo S+U se encontraba en la fase de remodelacion, ya que la arquitectura muscular se evidenciaba résilles®ia. U
como coadyuvante en el proceso de cierre de heridas quirtrgicas de musculo esquelético utilizando sutura convencioesiaesdtanzab
tiva, ya que acelera el proceso de reparacion muscular, y reduce el tejido conectivo cicatrizal.

PALABRAS CLAVE: Conejo; Musculo; Incisiéon; Reparacion; Sutura; Uimoplus®.

INTRODUCCION

Se sabe que el musculo esquelético tiene la capaedca rotacion de ndcleos, sin embargo, después de una le-
dad de regenerar nuevas fibras musculares después desltar, el misculo esquelético tiene la notable capacidad de
ber sido dafiado por una lesién, o como consecuenciaidigiar un proceso de reparacion rapido y extenso que pre-
enfermedades (Huaet al, 2002). El proceso de repara-viene la pérdida de masa muscular ¢fal, 2018).
cion muscular parece ser similar en los diferentes mamife-
ros y, en rasgos generales, sigue el mismo programa para Independientemente del tipo o la gravedad de la le-
cada musculo. En circunstancias normales, el misculo egn, la reparacion del musculo esquelético sigue un patrén
quelético adulto de mamiferos es un tejido estable con mestablecido, que se puede dividir en tres fases: la fase de
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destruccién/inflamacién, de reparacién y de remodelaci@puirirgicos, entre otros (Sanchez & Segovia, 2017). Para

(Lehto & Jarvinen, 1991; Huaed al.; Jarvineret al, 2005). promover la reparacién y regeneracion muscular, se han

La fase inicial de la reparacion muscular se caracteriza psarrollado diferentes estrategias en el siglo pasado y es-

necrosis del tejido dafiado y activacion de la respuegtacialmente durante las Ultimas décadas, que incluyen téc-

inflamatoria. Esta fase es seguida rdpidamente por la acticas quirdrgicas, fisioterapia, biomateriales e ingenieria de

vacién de células miogénicas para proliferar, diferenciartgjido muscular, asi como terapia celular (Peretral,

y fusionarse, lo que conduce a la formacién de miofibras2p13). Aunque los investigadores han estudiado ampliamente

reconstitucién de un aparato contractil funcional (Charge arios enfoques para mejorar la reparacion muscular, su tra-

Rudnicki, 2004). Por lo tanto, el episodio inicial en este préamiento actualmente es controversial. Por lo tanto, existe

ceso es la lesion de la membrana, donde los mecanismosigia gran necesidad de desarrollar nuevos métodos y mate-

necrosis son similares e independientes de la causa. Rad®s que promuevan la reparacién del misculo esquelético

minimizar la necrosis, la primera reaccién de la célula gda regeneracion funcional.

separar las porciones muertas de las recuperables, lo que

hace por generacion de nueva membrana, cubriendo las re- Considerando este contexto, varios estudios validan

giones todavia recuperables. Eso ocurre rapidamente yiaaccién de la miel en la cicatrizacion (Gethin & Cowman,

evidente en las primeras horas. Siguiendo un programa [2605; Ranzatet al, 2013; Majtan, 2014), centrandose en

existente coordinado por la expresion o inhibicion de ursais propiedades bioldgicas y fisicas para el tratamiento de

serie de péptidos, continlan las secuencias de necrosishieridas de diversas etiologias, reavivando el interés en la

flamacion, fagocitosis, revascularizacién, creacion de nuatencion clinica (Seckam & Cooper, 2013; Vandanate

vOsS miocitos y reinervacion (Chambers & McDermottal., 2013). Aunque la miel se produce en todo el mundo, su

1996). potencial biolégico debe evaluarse segun el origen. En Chi-

le se producen varios tipos de miel nativa con importantes

Aunque las dos primeras fases del proceso de repaepiedades bioldgicas, heredadas segun el tipo de fuente

racion muscular son similares entre los diferentes tipos fleral. La miel del Sur de Chile contiene un gran porcentaje

musculos, independiente de la causa de la lesién, la cinétigaulmo Eucryphia cordifolig, un arbol nativo, que ha de-

y amplitud de cada fase pueden variar segun la extensiémadestrado tener propiedades bactericidas, fungicidas,

la lesién, el musculo lesionado o el modelo animal (Mitchedintioxidantes y curativas (Sherloekal, 2010). Para desa-

et al, 1992). Sin embargo, el factor primordial para la recurollar una miel terapéutica para uso clinico, esta miel nati-

peracion de las fibras es la presencia de una membrana baadda sido suplementada con antioxidantes, lo que culminé

intacta y la sincronizacién que involucra la activacién deon la formulacién Ulmoplus® (CORFO | + D-13IDL2-

varias respuestas celulares, entre las que se destacan 1a83#30) (Schencket al, 2018).

lulas satélites (Jarvinest al, 2000; Jarvinert al, 2005;

Forcinaet al, 2019). Para el proceso de regeneracion, la Basado en lo anteriormente descrito, el propdsito de

activacion de células satélite musculares es un elemento este estudio fue evaluar los efectos de una formulacién ba-

ve, donde se han identificado factores de sefalizacion, peemla en miel nativa (UImoplus®) en la reparacién de lesio-

sus funciones alin no se han definido por completo (Chem&s musculares por incision quirdrgica.

Shan, 2019). Ademas, la evidencia reciente respalda la po-

sible contribucién de las células madre en el proceso de re-

generacion muscular. En particular, las células madre delATERIAL Y METODO

vadas de la médula 6sea y de los musculos contribuyen a la

nueva formacién de miofibras y al conjunto de células saté-

lite después de la lesién (Klimzakal, 2018). Tratamiento. Para el tratamiento se utilizo la siguiente for-

mulacion: miel monofloral nativa del Sur de Chile con el

El masculo esquelético puede regenerarse complesallo NHF (factor de miel nativa), que certifica niveles sig-

y espontaneamente en respuesta a lesiones menores, coifitativos de actividad antibacteriana (Fredeal., 2013),

la tension. En contraste, después de lesiones graves, la cooanplementada con antioxidantes. Esta formulacién fue

cion muscular es incompleta, lo que a menudo resulta erdizsarrollada con el apoyo de Corporacion para la Promo-

formacion de tejido fibrotico que deteriora la funcién museion de la Produccién del Estado de Chile, CORFO (13IDL2-

cular (Laumonier & Menetrey, 2016). El musculo esquel&3290) y protegida bajo el Secreto Comercial (RS N°3654),

tico representa hasta el 40% de la masa corporal total sipor lo que no puede ser revelada, y se mantiene bajo la li-

do sus lesiones muy comunes en la practica clinica @floricencia Ulmoplus®.

al., 2015), en atletas y otros ambitos, como en accidentes

automovilisticos, laborales o en secuelas de procedimienfasimales. Fueron utilizados seis conejos adultos sanos
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(Oryctolagus cuniculysde 4,3 kg aproximadamente, pro-se observé mayor longitud de la cicatriz y en algunos casos
venientes del Centro de Excelencia en Estudios Morfoldgicearojecimiento e inflamacion. El grupo S+U present6 una

y Quirargicos (CEMyQ) de la Universidad de La Fronteraicatriz de menor longitud, mas plana y con mejores resul-
Temuco, Chile. Fueron alimentados con pellet y aia tados estencos

libitum y mantenidos en condiciones ambientales control
das respecto a temperatura, ruido ambiental y ciclos de
horas luz / 12 horas oscuridad. El estudio se llevo a cabo
acuerdo con el protocolo para la supervision diaria de a
males, de la Guia de Aspectos Bioéticos de Experimen
con Animales (Wolfensohn & Lloyd, 2013), y las directri
ces establecidas en la Guia para el Cuidado y Uso de A
males de Laboratorio (2011).

Modelo de injuria. A cinco animales se les realiz6 una in
cisiéon de 20 mm de largo y 3 mm de ancho en la regi¢
anterior de cada pierna, atravesando la epidermis, derm
el masculo tibial anterior (MTA), hasta alcanzar el periosti
de la tibia. La pierna izquierda de cada animal fue clasific
da como grupo sutura (S) y la derecha como grupo sut
mas Ulmoplus® (S+U). Posteriormente, al grupo S+U se
aplicé Ulmoplus® en toda la extension de la herida (des
la epidermis hasta el periostio). Luego, en ambos grupos|
incision fue suturada con cuatro puntos intradérmico de afs v B
do poliglicélico (vicryl 2/0). El procedimiento se realizé bajq;I Reglonantenor de la p|erna de Conémy(:tolagus
efectos anestésicos general con una triada anestésica enaﬁﬁ@ums A. Grupo sutura (S), dia cero. B. Grupo sutura (S), dia
a acepromazina 5 mg, ketamina 40 mg/kg y xilazina 5 mg post incision. C. Grupo sutura mas Ulmoplus® (S+U), dia cero.
kg por via intramuscular. A los 10 dias post incision fuerdd. Grupo sutura méas Ulmoplus® (S+U), dia 10 post incision.
tomadas las biopsias abarcando la piel y MTA. Un animal
fue considerado como control para obtener imdgenes  Las tinciones con HE obtenidas 10 dias posterior a
histoldgicas del MTA sin injuria. Una vez obtenidas lak incisién, mostré que el MTA de los animales del grupo
muestras fueron lavadas con solucion salina y fijadas 8rse encontraba en la fase de reparacion, ya que no se evi-
formalina tamponada al 10 % durante 72 horas. Posteridencié edema o infiltrado de células inflamatorias (Fig.
mente, fueron deshidratadas e incluidas en parapl&#t). Enla zona de reparacion, se observaron procesos con-
(Histotec-Merck®). Se realizaron cortes seriados gen5 comitantes de fagocitosis del tejido necrotizado, regene-
de espesor, los cuales fueron montados en portaobjetosagion de miofibras y formacion de tejido conectivo
tefiidos con Hematoxilina Eosina (HE) y Van Gieson para eicatrizal (Fig. 2B).
analisis histolégico y con Sirius Red para el analisis de
colageno tipos | y Ill. Las laminas histoldgicas fueron El comienzo del proceso de regeneracion lo demos-
visualizadas bajo microscopio de luz Leica® DM2000 LEEx6 la existencia de mioblastos dentro de los cilindros de la
y fotografiada con camara digital Leica® MC170 HD. Parimina basal de las fibras necréticas (Fig. 3A) y la presencia
la visualizacion de las fibras coldgenas se utilizé un microde células miogénicas fusionadas en la zona de la injuria
copio Leica® DM750 bajo luz polarizada, con cAmara digitéFig. 3B). La continuidad del proceso se evidencio con la
Leica® ICC50 HD. presencia de miocitos multinucleados cuyas miofibrillas re-
cién formadas mostraban mayor tamafio y mionucleos de
ubicacion periférica en la fibra muscular (Fig. 3C). La apa-
RESULTADOS riencia de fibras musculares en regeneracion y reparacion
muscular activa también se evidencio por la presencia de
fibras con nucleos de ubicacidn central (Fig. 3D).
Los conejos respondieron favorablemente a la inter-
vencién quirargica y el protocolo de control y seguimiento El tejido conectivo cicatrizal producido en el sitio de
no reportd inconvenientes (Fig. 1Ay C). Alos 10 dias pokt lesion se caracterizé por presentar fibroblastos, abundan-
incision, las injurias, en ambos grupos, se encontraban te- colageno tipo I, vasos sanguineos y nervios
rradas y sin signos de infeccion (Fig. 1B y D). En el grupoiStramusculares (Fig. 4).
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tamafio variable y con formas
redondeadas (Fig. 5).

DISCUSION

Las lesiones del mus-
culo esquelético son muy fre-
cuentes y plantean problemas
desafiantes en relacién a su

y y Al BT TS 200 pm’ § ., e .,
. o . o . : reparacion y rehabilitacion. A
Fig. 2. Biopsia de musculo tibial anterior de con€oy€tolagus cuniculyggrupo S). A. Se observa de su importancia cli-

la dermis (Derm) con abundante cantidad de fibroblastos y fibras coldgenas. En la zona de repa%%%P AR
(ZR) del mésculo tibial anterior (MTA) se observan miocitos de pequefio calibre recién formadiC®, 1as estrategias optimas
En la ZR se evidencia abundante tejido conectivo cicatrizal; destacan las fibras de colageno eP@@dyatar estas lesiones no
fucsia. Tinciones HE y Van Gieson. estan bien definidas. En este

sentido, nuestro estudio ha
permitido conocer la idonei-
dad del uso de la miel en la
reparacion y regeneraciéon de
MTA de conejo lesionado por
incisién quirdrgica a través
de la evaluacion de las carac-
teristicas histol6-gicas que
presenté cada grupo en rela-
cion al proceso de reparacion
muscular.

3

La lesi6bn muscular
siempre sera una lesién pro-
funda, en el sentido que com-
promete desde la piel, fascias
superficial y profunda y los
elementos que se encuentran
en ellas y, por su puesto, el
: tejido muscular. Alos 10 dias

T post incision, las injurias en
7 0 ~ / ‘ 4 ambos grupos se encontraban
SN N ) L Wi i ¢ T30um | cerradas evidenciando un
Fig. 3. Biopsia de musculo tibial anterior de con€joyttolagus cuniculyg(grupo S). A. Fibra mus- Proceso de reparacion activo,
cular necrética (*) rodeada por mioblastos (flecha delgada). B. Sincitio de células miogénicd® epre demuestra la excelen-

mdltiples nicleos vesiculares con prominentes nucléolos (fechas gruesa). C. Miocitos con nieleagmcidad de reparacién y
periféricos (fecha amarilla). D. Miocitos de tamafio y forma variable, algunos presentan nucleggyéferacion que tiene el te-
ubicacién centra. Tinciéon HE. jido muscular, caracteristica
ya sefialada, entre otros, por

El MTA de los individuos del grupo S+U se enconfuet al No obstante lo sefialado, la injuria en la regién ante-
traba en la fase de remodelacion, ya que la arquitectuiar de la pierna de los animales del grupo S+U, no solo pre-
muscular se evidenciaba restablecida. En esta fase, la cas@nt6 una cicatriz mas estética, sino que también, la repara-
dad de tejido conectivo, y en particular el colageno tipo ¢jon del misculo se encontr6é en una fase mas avanzada.
fue menor al observado en el grupo S, sin embargo, parece
ser mayor que en el musculo no lesionado. En el grupo S+U Lo anterior, se baso en lo observado histolégicamente
aun fue posible observar miocitos recién formadas, con ren el MTA de ambos grupos. El grupo S present6 en la zona
cleos de ubicacion central, generalmente mas pequefasgddeeparacion estructuras que se observan comunmente
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Fig. 4. Biopsia de musculo
tibial anterior de conejo
(Oryctolagus cuniculus
(grupo S). Ay B. En la ZR
el tejido conectivo cicatrizal
se caracteriza por presentar
principalmente colageno
i tipo | (color rojo). C. Se ob-
servan vasos sanguineos de
distintos calibres. D. Ner-
vios intramusculares.
Tinciones Van Gieson y
Sirius Red.

durante la fase de reparacion, tales como, mioblastos préxi-  Otro aspecto que destacamos en ambos grupos, es
mos a miocitos necroticos, sincitio de células miogénicés presencia de vasos sanguineos y fibras nerviosas
distribuidos en la zona de reparacién y miocitos de tamaiidramusculares en el tejido conectivo cicatrizal, ya que
variable con nucleos centrales (Jarviaetal, 2005; Turner para una buena reparacién y regeneracion muscular es
& Badylak, 2012). El grupo S+U, en cambio, no mostréelevante el restablecimiento de la vascularizacion y la
una zona de reparacion evidente a nivel muscular, ya doervacion (Turner & Badylak). Bajo este contexto, estu-
la arquitectura del tejido se encontraba restablecida, eties demuestran que la miel tiene la capacidad de estimu-
denciando una fase de remodelacion; su identificacion lse la angiogénesis en el proceso de curacion de heridas,
baso principalmente en la observacion de miocitos de me que la alta presion osmética y el peréxido de hidrége-
nor diametro, en los cuales, algunos de ellos presentalpancontenido en niveles bajos en la miel, estimula el de-
nacleos centrales. sarrollo de nuevos capilares (Molan, 2002; Nakajnha
al., 2013).

La utilizacion de las tinciones Van Gieson y Sirius Red,
permitio evaluar la presencia de tejido conectivo cicatrizal de Lo precedente, podria explicar, no solo la adecuada
mejor manera en la zona de reparacion muscular. Nuestvascularizacion del grupo S+U, sino que ademas, una ace-
resultados mostraron que el grupo S present mayor cantidkadcion del proceso de reparacion muscular, ya que las pro-
de tejido conectivo en comparacion al grupo S+U. Sin embgiedades cicatrizantes de la miel le permiten promover ade-
go, se debe tener en consideracion que no es posible detemas, la granulacién en la zona de la injuria, estimular
nar si el grupo S desarrollara fibrosis, debido a que la obsknfocitos, fagocitos y fibroblastos y, modular la sintesis de
vacion se realizé solo en un determinado momento, el diaddldgeno y su maduracién (Schenekal, 2016).
post injuria, y el proceso de fibrosis comienza aproximada-
mente durante la segunda semana tras la lesion y no es En base a nuestros resultados concluimos que
valorable hasta la cua semana (Auroret al, 2016). Ulmoplus®, como coadyuvante en el proceso de cierre de
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heridas quirtrgicas de musculo esquelético utilizando sutaeelera el proceso de reparacién muscular y reduce el tejido
ra convencional, es una buena alternativa terapéutica, ya qaaectivo cicatrizal.

Fig. 5. Biopsia de musculo tibial anterior de con€)oy€tolagus cuniculysA, C y D imagenes del grupo S+U. B, D y F imagenes del
animal control. En el musculo tibial anterior de los animales del grupo S+U se observa mayor cantidad de tejido conemtivo, rico
colageno tipo | (A 'y C) en comparacion con el musculo tibial anterior del animal control (B 'y D). En el grupo S+U se obsfdxas m
recién formadas con nucleos periféricos (flechas) (E), mientras que en el animal control solo se observan miofibras nauticese-)

HE, Van Gieson y Sirius Red.
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