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Introduccién

INTRODUCCION

En los ultimos afios el problema de las Ulceras cutaneas en humana esta siendo cada vez mas
importante, particularmente por el incremento en la poblacidn anciana, presentandose como
patologias crénicas. Las Ulceras cutdneas constituyen un problema de asistencia serio y creciente
y son, frecuentemente, dificiles de tratar. Segun la asociacion italiana de Ulceras cutdneas
(AIUC), éstas cuestan al Servicio Nacional de Sanidad Italiana unos 10.000 millones de euros cada
afio, y una pérdida de 500,000 dias de trabajo (Bernuzzi et al., 2010). Las ulceras del pie afectan
al 25% de los pacientes diabéticos y suponen alrededor de un 20% del total de los gastos

sanitarios (Boulton et al., 2005; Reiber and Raugi, 2005; Bernuzzi et al., 2010).

Las causas mas comunes de Ulceras son desdrdenes vasculares (venosos o cutdneos),
traumatismos, presion y diabetes. Independientemente del origen, las Ulceras cutaneas se
caracterizan por pérdida de tejido, incluyendo la epidermis, dermis, y en ocasiones tejido
adiposo y capas musculares. La falta de reparacién espontdnea, en estos casos, se debe

probablemente al envejecimiento (ausencia de proliferacion) de la poblacion de células madre
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mesenquimales o a la incapacidad para reclutar células precursoras circulantes (Vande Berg and

Robson, 2003; Boulton et al., 2005; Reiber and Raugi, 2005; Bernuzzi et al., 2010).

Existe una gran necesidad de desarrollo de nuevas acciones terapéuticas para ulceras, con el
objetivo de ser econdmicas y aplicables a gran escala. Una de las acciones mas interesantes es la
gue trataremos en el presente proyecto, el uso del plasma rico en factores de crecimiento y de
células madre mesenquimales de grasa. El tratamiento con plasma rico en factores de
crecimiento en Ulceras se ha empleado desde que se conoce su efecto sobre la regeneracién de
tejidos mesenquimales como tendones, hueso, vasos y tejido conectivo (Crovetti et al., 2004;

Mazzucco et al., 2004; Bernuzzi et al., 2010).

Uso de Plasma Rico en Factores de Crecimiento en Piel

Son numerosos los estudios referentes al uso de los factores de crecimiento en diversas
aplicaciones. Una de las aplicaciones hace referencia a su uso en el tratamiento de diversos tipos
de heridas y ulceras cutaneas (Weinstein-Oppenheimer et al., 2010), (Wu et al., 2010), (Saaristo
et al., 2006), (Atri et al., 1990; Herouy et al., 2000; Gilsanz et al., 2001; Margolis et al., 2001;
Tarroni et al., 2002).

A principios de los 90 se observd que la presencia de factores plaquetarios autélogos en
Ulceras recalcitrantes inducia la formacion de un tejido de granulacidon temprano (Atri et al.,
1990). Ademas son numerosos los estudios que demuestran su eficacia en el tratamiento de
lesiones en pacientes diabéticos (Gilsanz et al., 2001; Margolis et al., 2001; Tarroni et al., 2002;

Saaristo et al., 2006).

También es interesante el trabajo de Rajkumar y colaboradores en el que indican que tras la
inhibicién del PDGF-B (Factor de Crecimiento Derivado de Plaquetas) se observa una disminucion
precoz (7 dias) de la cicatrizacién, miofibroblastos, expresidon de la fibronectina ED-Y y del

colageno tipo | (Rajkumar et al., 2006).
La curacién de las heridas tiene lugar en cuatro fases bien diferenciadas y superpuestas:

= Hemostasia: En la que predomina la agregacidon plaquetaria y formacién del coagulo.

= Inflamacién: Predominio de la fagocitosis, neutréfilos y macrofagos.

= Proliferacién: Donde se producen fendmenos de angiogénesis, producciéon de matriz
celular y colageno, tejido de granulacién y reepitelizacién. Predomina el tipo celular
del fibroblasto.

= Remodelacion o maduracion: Reorganizacién de la herida resultante en funcién de
diversos factores internos y externos.
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Evidentemente hay muchos factores implicados en el desarrollo de estos procesos, entre ellos

los Factores de Crecimiento (Enoch et al., 2006b).

La importancia de los factores de crecimiento en la terapia de las heridas de diversos tipos se

pone de manifiesto si analizamos los avances mas recientes en el tratamiento de las mismas:

Ademas de productos que inactivan las proteasas, se han utilizado Factores de Crecimiento
como el G-CSF (Factor Estimulante de Colonias de Granulocitos) o el TGF- B (Factor de
Crecimiento Transformante B). El primero de ellos obtenido por recombinaciéon genética e
inoculado por via subcutdnea, mejora la curacidn de heridas infectadas en el pie en diabéticos
(induce la diferenciacion de los neutrdfilos y estimula su funcion, al igual que con los
macroéfagos). El TGF-B es quimiotactico para los macréfagos, induce la formacion de colageno y
fibronectina e inhibe la actividad metaloproteinasa (ha demostrado acelerar la curacion de
heridas en ensayos en animales y en heridas en pie diabético) (Singer and Clark, 1999; Robson et

al., 2001).

Los fibroblastos son atraidos hacia la herida por varios Factores de Crecimiento, entre ellos el
PDGF y el TGF-B. El PDGF atrae queratinocitos y promueve la formacién de tejido de granulacién.
Se ha producido PDGF recombinante para mejorar esta fase y es el Unico Factor de Crecimiento
de este tipo autorizado comercialmente en Reino Unido (Bauer et al., 2005; Reinke and Sorg,

2012).

El FGF (Factor de Crecimiento Fibroblastico) aumenta la granulacién y regeneracion

epidérmica en pacientes con ulceras de decubito y quemaduras (Enoch et al., 2006b).

El VEGF (Factor de Crecimiento del Endotelio Vascular) mejora la angiogénesis y la formacion

de tejido de granulaciéon en heridas isquémicas (Roth et al., 2006; Sorg et al., 2007).

El EGF (Factor de Crecimiento Epidérmico) es util para la diferenciacion, proliferacién,
migracion y adhesidon del queratinocito. EI EGF recombinante induce la epitelizacién en
guemados. Adicionalmente el KGF (Factor de Crecimiento Queratinocitico) también induce la

proliferacidn y migracion del queratinocito (Reinke and Sorg, 2012).
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El TGF-B disminuye la deposicion de colageno en la fase proliferativa y de remodelado,
reduciendo la formacién de cicatriz. Se estd estudiando su uso en cicatrices hipertréficas y en

gueloides (Enoch et al., 2006b; Berman et al., 2016).

Uso de Células Madre Mesenquimales Derivadas de Grasa en Piel

Las células madre, son un tipo especial de células indiferenciadas que tienen la capacidad de
dividirse indefinidamente sin llegar a perder sus propiedades y llegar a producir células

especializadas (Diekman and Guilak, 2013).

Las Células Madre Mesenquimales de grasa (AMSC) tienen caracteristicas multipotenciales, y

se pueden obtener de tejido adiposo (Black et al., 2008; Yarak and Okamoto, 2010).

Las AMSC son buenas candidatas para el tratamiento de diversas patologias, gracias a su facil
obtencidn, bajo riesgo de formacion de tumores, ausencia de rechazo por parte del individuo y a

gue poseen propiedades inmunosupresoras y antiinflamatorias (Lisianyi, 2013) .

En medicina humana se han empleado para tratar defectos en tejidos blandos, lesiones en
guemados, cicatrices y regeneracion de diferentes tejidos dafiados (Teng et al., 2014; Fu et al.,

2016; Lerman et al., 2016).

En medicina veterinaria, a nivel experimental y clinico, se han empleado para acelerar la
cicatrizacion de heridas. En el estudio de Griffeth y colaboradores, empleaban el uso de células
madre mesenquimales de grasa y Plasma Rico en Plaquetas (en asociacion o de forma individual)
para el tratamiento de heridas en piel de delfines (Griffeth et al., 2014). Luo y colaboradores,
inyectaban MSC derivadas de corddén umbilical en defectos completos realizados en piel de
ratones y mostraron una mejora significativa de la cicatrizacién dando lugar a una curaciéon mas

rapida (Luo et al., 2010).

A pesar de todos los estudios publicados, pensamos que no existe ninguna publicacidon que
aborde la cicatrizacion cutdnea evaluando de manera individual y combinada los dos

tratamientos. Por ello se ha planteado la realizacion de este estudio experimental.
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Hipotesis

HIPOTESIS DE TRABAJO

La piel es el drgano mads extenso del cuerpo y actla como barrera de defensa frente a
microorganismos. Este hecho explica la elevada casuistica de lesiones dérmicas traumaticas
tanto en medicina humana como en medicina veterinaria, ya sean debidas a agentes externos o

postquirargicos (Theoret, 2009).

La reparacién de heridas cutaneas es un proceso complejo que incluye diferentes fases
(hemostasis, inflamacién, proliferacién y remodelacién) en las que intervienen varios tipos
celulares, factores de crecimiento y citoquinas con el objetivo de conseguir el cierre de la herida
y preferiblemente la reparacidn de los tejidos. El incremento de la esperanza de vida lleva a un
incremento de patologias crénicas degenerativas que pueden afectar a la piel como pueden ser
la diabetes, endocrinopatias, entre otras. Esta situacidn eleva considerablemente el gasto
sanitario y obliga a la busqueda de nuevas estrategias terapeuticas para el tratamiento de las

lesiones cutaneas.
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Hipotesis

Hasta el momento, las terapias empleadas de manera mas frecuente para el tratamiento de
éstas lesiones cutaneas independientemente de su origen, van encaminadas a paliar el dolor y la
inflamacion de la zona afectada. Como son el uso de curas hiumedas o secas, o incluso los
abordajes quirlrgicos en los casos mas complicados, lo que se traduce en elevados costes

econdmicos tanto en tratamientos médicos como quirudrgicos.

El uso de factores de crecimiento y de células madre dentro del campo de la medicina
regenerativa se encuentra hoy en dia en el punto de mira. Cada vez mas se tiende a ser menos
traumatico a la hora de reparar lesiones tisulares y se opta por terapias regenerativas, sencillas
de obtener y a la vez inocuas. En el caso de los factores de crecimiento estan comenzando a

convertirse en una herramienta indispensable y fundamental para el avance en éste campo.

A la vista de los resultados obtenidos por otros autores en el tratamiento de heridas cutdneas
con PRGF y células madre y ante el potencial terapeutico de las mismas, nuestra hipdtesis de
trabajo es que la aplicacién de Plasma Rico en Factores de Crecimiento (PRGF), Células Madre
Mesenquimales de Grasa (AMSC) y la asociacion de ambos tratamientos en infiltraciones
perilesionales de heridas cutdneas experimentales de espesor completo, producird una

aceleracién de la cicatrizacién, disminuyendo asi los tiempos de curacién de dichas heridas.
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Objetivos

OBJETIVOS

Con la hipétesis de trabajo anteriormente expuesta nos planteamos un estudio experimental
con objetivo general de demostrar la efectividad de la asociacién del tratamiento con Plasma
Rico en Factores de Crecimiento (PRGF) y Células Madre Mesenquimales Derivadas de Grasa
(AMSC) en la resolucion de heridas cutdneas estandarizadas en conejos. Para ello, valoraremos
de manera separada la evolucién de las heridas tanto macroscdpica como microscépicamente a

lo largo de diferentes tiempos de estudio.

Como resultado, nos planteamos desarrollar varias fases en este proyecto para poder cubrir

los siguientes objetivos especificos, que han de guiar el desarrollo de nuestro estudio:

= Valorar la efectividad del tratamiento con Plasma Rico en Factores de Crecimiento
(PRGF), Células Madre Mesenquimales Derivadas de Grasa (AMSC) y la combinacion
de ambos tratamientos sobre heridas cutdneas estandarizadas, mediante el estudio

macroscopico y microscopico de las mismas. Para ello, se empleara un modelo
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Objetivos

experimental de conejo. La valoracion del efecto de estas nuevas terapias
regenerativas se llevard a cabo mediante:

o Determinacion del porcentaje de cicatrizacién e epitelizacion de las
heridas cutaneas experimentales a lo largo de los tiempos de estudio en
los diferentes grupos de estudio.

o Valoracién del aspecto estético macroscépico de cada una de las heridas
cutaneas a lo largo de tiempo.

o Valoracién de la intensidad y distribucién de la reaccién inflamatoria a
nivel microscépico en los distintos grupos de estudio.

o Evaluacién de la angiogénesis de cada una de las heridas cutdneas
mediante un estudio histoldgico.

o Determinacién del porcentaje de colageno en cada una de las heridas
cutdneas mediante el uso de la tincidn tricromico de masson.

= Por ultimo, nos gustaria potenciar el uso de nuevas terapias y asociaciones
terapéuticas junto a la cura himeda mejorando su eficacia, rendimiento y facilidad de

aplicacién en heridas clinicas.
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La piel

Anatomia y fisiologia cutdnea

La piel es el érgano mds extenso del cuerpo y barrera anatémica y fisiolégica entre el animal y
el ambiente. Representa junto con el pelo y el tejido subcutdneo el 24% del peso total en
cachorros y el 12% en perros adultos (Amat et al., 2009). En el caso del humano tiene una
extensién de entre 1,4m? y 1,8m?, mientras que en el recién nacido su extensidn es el triple en
relacion con el peso corporal (Magaina Garcia and Magafia Lozano, 2011). La superficie
cornificada externa, el estrato cdrneo, permite mantener un elevado grado de hidratacion

(Pavletic M, 2010c).

El espesor cutdneo de la piel va a depender del grosor de la dermis ya que el de la epidermis
se mantiene constante en todo el cuerpo a excepcién de areas como las almohadillas y la trufa.
El grosor cutaneo medio en perros de 0,5 a 5mm, 0,4 a 2mm en gatos (Amat et al., 2009; Noli

and Ghibaudo, 2010).
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De dorsal a ventral el espesor de la piel disminuye sobre el tronco y en las extremidades
disminuye de proximal a distal. Encontramos una piel mas delgada en pabellones auriculares y
zonas perianal, inguinal y axilar y mas gruesa en la zona dorsal del térax, cuello, frente, cadera y

base de la cola (Amat et al., 2009; Noli and Ghibaudo, 2010).

Ontogenia

La piel posee un origen ectodérmico por lo que, en un inicio, la piel del embrién esta formada
por una Unica capa de células ectodérmicas y una dermis formada por células mesenquimatosas.
Mas tarde, el tegumento ectodérmico se desarrolla en dos capas bien diferenciadas (el estrato
basal y el peridermo externo) y progresivamente tras repetidas divisiones, se van formando el

resto de estratos celulares que conforman la epidermis (Visscher and Narendran, 2014).

En la dermis las primeras fibras que aparecen son las de coldgeno y tras ellas las de elastina.
Es caracteristico el aumento en grosor de la dermis, de su cantidad de fibras, la transicién de las
células mesenquimatosas en fibroblastos y la disminucion de la sustancia fundamental (Meruane

and Rojas, 2012).

Durante la segunda mitad de la gestacion tiene lugar la formacién de las células grasas que
encontraremos en el tejido subcutaneo a partir de céulas mesenquimatosas precursoras
fusiformes. Por ultimo, del estrato germinativo embrionario se forman los embriones pilosos,
gue son los que mas tarde daran lugar a los foliculos pilosos, glandulas sebaceas y sudoriparas.
Los primeros pelos en aparecer son las vibrisas (bigotes) y los pelos tactiles, seguidos de los
pelos corporales de la cabeza con progresién hacia la zona caudal del cuerpo (Meruane and

Rojas, 2012).

Funciones de la piel

Son multiples las funciones de la piel debido a su gran complejidad estructural, de forma que
nos limitaremos a detallar las principales funciones cutdneas (Pavletic M, 2003; Amat et al.,

2009; Pavletic M, 2010c) :

®*  Produccion de Vitamina D. Es producida gracias a la estimulacidon por parte de la
radiacion solar.

= Reservorio de electrolitos, agua, grasas, hidratos de carbono, proteinas y vitaminas.

= Preservar la integridad del organismo. Se consigue evitando que el cuerpo pierda
agua, electrolitos y otros componentes imprescindibles para el organismo.

= Receptor sensorial. Percibe el sentido del tacto, presion, vibracién, dolor, calor y frio.
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= Barrera protectora ambiental. Actia como una barrera externa que nos protege
frente a agentes quimicos externos y radiaciones nocivas.

= Proteccion y termorregulacion. Proporciona proteccion frente a traumatismos
mecdnicos, y aisla del frio mediante el suministro sanguineo, manto piloso, las
glandulas sudoriparas y el tejido adiposo subcutaneo.

= Efecto antimicrobiano. Gracias a la composicién de su capa hidrolipidica la cual
impide la entrada de gérmenes y por lo tanto limita su crecimiento.

= Accion inmunoldgica. Las células inmunocompetentes de la piel actuan frente a
procesos infecciosos y neoplasicos.

=  Producciéon de anexos. Formacion del pelo, ufias, cascos, cuernos, plumas y estrato
corneo de la epidermis.

= Reflejo del estado de salud. En la piel no solo se reflejan los procesos patolégicos,
también observamos los que son primarios a en otras regiones como las
endocrinopatias o compartidos con otros tejidos.

= Flexibilidad y movimiento. La gran elasticidad de la piel permite que el mamifero
pueda moverse libremente y mantener la forma.

= Pigmentacion. Previene las lesiones fotoinducidas o agravadas por la radiacion solar,
ademas de determinar el color de la piel y manto.

=  Funcidn secretora.

Histologia y Estructura cutanea

La piel se compone de tres capas bien diferenciadas: la epidermis (la mas superficial y
externa), la dermis justo por debajo que se adhiere a las estructuras suyacentes como el
musculo y el hueso, y la hipodermis o también llamada tejido subcutdneo, que seria la capa mas
profunda de las tres. Entre la epidermis y la dermis encontramos la membrana basal (Bacha and

Bacha, 2001; Hargis and Ginn, 2012).

La epidermis es un epitelio escamoso estratificado queratinizado (Bacha and Bacha, 2001). Se
compone de distintas capas de células (entre 2 y 5 en perro y gato). Son cuatro los distintos tipos
de células que podemos encontrar en la epidermis: melanocitos, queratinocitos, células de
Langerhans y células de Merkel, todas éstas células estan unidas entre si y a la membrana basal
mediante desmosomas y hemodesmosomas. Como regla general, la epidermis es mds gruesa en

areas con menos cantidad de pelo, y es mas fina en aquellas areas que con gran cantidad de
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pelo. La epidermis mas gruesa la encontramos en la nariz y en las almohadillas (Al-Bagdadi,

2013).

Estrato basal

Consiste en una capa Unica de células cuboides a cilindricas que descansan sobre la
membrana basal adyacente a la dermis (Bacha and Bacha, 2001). El estrato basal estd formado
por queratinocitos, melanocitos, células de Merkel y células de Langerhans (células
presentadoras de antigeno). Los queratinocitos poligonales se encuentran sobre la membrana
basal que separa la dermis de la epidermis. Los melanocitos tienen la funcién de aportar
pigmentacion a la piel y al pelo mediante la melanina que se sintetiza en los melanosomas. Estos
melanocitos también poseen funciones inmunoldgicas, de fotoproteccién y eliminacidn de
radicales libres. Existe un promedio de un melanocito por cada 10 a 20 queratinocitos (Pavletic

M, 2010c; Zhang and Michniak-Kohn, 2012).

Estrato espinoso

Lo forman los queratinocitos que provienen del estrato basal, su grosor es variable, puede
tener un espesor de 1 a 2 capas de células y siempre se vuelve mas gruesa en plano nasal,
almohadillas plantares y uniones mucocutdneas. Sus células poligonales se vuelven escamosas a

medida que se acercan a la superficie (Bacha and Bacha, 2001; Amat et al., 2009).

Estrato granuloso

Este estrato esta presente de forma variable en la piel con pelo de 1-2 capas y en la piel glabra
(sin pelo) o en el infundibulo de los foliculos pilosos puede alcanzar hasta 4-8 capas. Las células
gue encontramos en dicho estrato son queratinocitos planos y basdfilos y contienen nucleos
contraidos y grandes granulos de queratohialina los cuales intervienen en la queratinizacion.
Contiene también filagrina que alinea los filamentos de queratina y proporciona hidratacién al
estrato cérneo y loricrina que esta involucrada en la uniéon de los filamentos de queratina entre

si (Nemes and Steinert, 1999).

Estrato corneo
Es la capa mas superficial y por lo tanto la mas externa de la epidermis, compuesta por células
gueratinizadas escamosas muertas que se desprenden desde la superficie (Bacha and Bacha,

2001).

Se trata de una capa lipidica con espesor de 1 a 9 células, que ejerce una accidn protectora
guimica frente a patdgenos externos, ya que contiene sales inorganicas, interferdn, albimina,

transferrina, complemento, glucocorticoides e inmunoglobulinas (Harding, 2004).
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Como hemos comentado con anterioridad se trata de la zona de unién entre la dermis y la
epidermis. Se trata de una estructura importante ya que mantiene la arquitectura del tejido e

interviene en el proceso de cicatrizacion de las heridas (Breitkreutz et al., 2009).

La dermis, también llamada corion, la encontramos situada justo por debajo de la epidermis,
su estructura aporta elasticidad y resistencia a la piel y presenta un grosor superior al de la
epidermis. Su composicion se basa en células, fibras y sustancia fundamental amorfa, el 90% de
las fibras que componen la dermis son coldgeno. La sustancia fundamental amorfa se constituye
fundamentalmente por agua, proteinas plasmaticas, electrolitos y mucopolisacédridos. Se trata
del material que rellena los espacios entre los componentes fibrosos y celulares de la dermis,
ademds de ser responsable de la turgencia de la piel por su capacidad de captar agua. También
encontramos en la dermis anejos cutaneos como las glandulas y foliculos pilosos, vasos
sanguineos y linfaticos, el musculo erector del pelo y terminaciones nerviosas (Kawasumi et al.,

2013; Maquart and Monboisse, 2014).

La dermis del perro y el gato se divide en dos estratos, el estrato profundo reticular y el
estrato superficial papilar. El estrato papilar y superficial se compone de tejido conjuntivo
superficial, delgado y rico en células y vasos (contiene numerosos capilares), mientras que el
estrato reticular es la capa mds profunda y gruesa, es rica en fibras y aporta firmeza al tejido
conjuntivo cutdneo, contiene los anexos cutaneos, vasos sanguineos , vasos linfaticos y nervios.
La vascularizacién de la dermis es de gran importancia para la cicatrizacién de las heridas y

desde el punto de vista inmunoldgico (Pavletic M, 2003).

Las células propias de la dermis son los fibroblastos que se encargan de sintetizar las fibras y
la sustancia fundamental. Las células mdviles tienen una importante funcion defensiva y son los
mastocitos, histiocitos/macrofagos, las células dendriticas dérmicas y los linfocitos. Las fibras de
colageno representan el elemento mas importante de la dermis y ademas le aportan su firmeza
mecdnica caracteristica. En la piel destacan los tipos de colageno |, lll, V y VI a nivel intersticial, y

los tipos IV y VIl en la membrana basal (Hargis and Ginn, 2012).

El grosor de la piel esta relacionado directamente con la capa dérmica y varia dependiendo
del sexo, raza, area corporal y especie. En pieles gruesas, la dermis habitualmente presenta un
grosor superior a 1mm, mientras que en pieles mas finas, su grosor es inferior a Imm. Tanto en

el perro como en el gato, la piel mas gruesa la encontramos sobre la cabeza y zona dorsal del
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cuello, la espalda y el sacro. La piel mas fina se extiende a lo largo de la zona ventral de la
superficie corporal, zona medial de las extremidades, y superficie interna de los pabellones

auriculares (Foster and Foil, 2003; Pavletic M, 2003, 2010c).

Tipos Celulares de la Dermis

En la dermis vamos a encontrar los siguientes elementos celulares: los fibroblastos, los cuales
estan presentes en todo su espesor, los melanocitos y mastocitos, que se encuentran cerca de
los vasos sanguineos, y por ultimo, otras células que también observamos, aunque en menor
concentracién, son los eosindfilos, neutrdfilos, linfocitos, células plasmaticas e histiocitos (Noli

and Ghibaudo, 2010; Maquart and Monboisse, 2014).

Fibras Dérmicas

Las fibras dérmicas las forman los fibroblastos y presentan importantes diferencias respecto a
la dermis superficial y profunda. La dermis superficial contiene fibras de colageno delgadas,
ordenadas de forma laxa y distribuidas irregularmente, el nimero de fibras de elastina es
elevado y éstas son finas, lo que conforma una dermis menos densa. La dermis profunda,
contiene fibras de coldgeno mas gruesas que se distribuyen de forma paralela a la superficie, y

una menor cantidad de fibras de elastina (Scott et al., 2001; Al-Bagdadi, 2013).

Las fibras de colageno son las que se presentan en mayor numero, suponen el 90% de las
fibras y el 80% de la matriz extracelular. Tal y como se ha mencionado anteriormente con
brevedad, existen diversos tipos de coldgeno; el coldgeno tipo I, Ill y V lo encontramos
principalmente en la dermis, siendo el tipo | el mas abundante (87%). Los tipos I, lll, V y VI se
distribuyen de forma homogénea por toda la dermis, y especificamente los tipos Il y V alrededor
de las vasos sanguineos. Los coldgenos tipo IV, V y VIl se encuentran en la membrana basal

(Scott et al., 2001).

Sustancia Fundamental

Se trata de la sustancia que ocupa los espacios intersticiales, permitiendo el paso de
electrolitos, células y nutrientes hasta la epidermis la cual es avascular. Se compone de
proteoglicanos, principalmente acido hialurdnico y sulfato de condroitina, y estd producida por
los fibroblastos. Estos promueven el almacenamiento y homeostasis del agua, aportan
lubricacion, una estructura de sostén, y favorecen la orientacion, el crecimiento y la

diferenciacion del colageno (Hargis and Ginn, 2012; Al-Bagdadi, 2013).

También encontramos una importante glucoproteina de superficie, la fibronectina, la cual
interviene en el proceso cicatricial de heridas, en la integridad y permeabilidad vascular y en la

fagocitosis entre otras funciones (Amat et al., 2009).
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Vasos Sanguineos

El desarrollo embrioldgico de todos los vasos sanguineos de cuerpo proviene del mesodermo
esplacnico del embridn, siendo el primer gran sistema en llevar a cabo su desarrollo
embrioldgico. El endotelio serd formado por las células de la periferia, mientras que las células

hematicas primitivas las formaran las células del centro (Garcia and Lozano, 2003).

Podemos diferenciar claramente tres sistemas vasculares cutdneos: el plexo superficial o
subpapilar, el plexo medio o cutaneo y el plexo profundo, subcutdneo o subdérmico. En el perro
existen variaciones en determinadas zonas como las almohadillas plantares, el oido externo, la

nariz, los labios, y los parpados, entre otras (Pavletic M, 2003, 2010c; Hargis and Ginn, 2012).

El plexo profundo es la red vascular mas grande que encontramos en la piel, esta formado por
ramificaciones de vasos cutdneos directos que se encuentran en el musculo cutdaneo o panicular
y se localiza entre la dermis y tejido subcutdneo. Estas ramificaciones se dirigen hacia arriba para
vascularizar a los foliculos pilosos, las glandulas sudoriparas y el musculo erector del pelo

(Pavletic M, 2010c; Al-Bagdadi, 2013).

Una importante diferencia con respecto al perro es que, en personas, cerdos y simios, los
vasos musculocutaneos nutren la piel de manera primaria y discurren de forma perpendicular a
la superficie cutdnea, en cambio, los vasos cutdneos directos responsables de nutrir la piel de

gatos y perros discurren de forma paralela a la piel (Amat et al., 2009).

En las zonas donde encontramos el musculo panicular, el plexo profundo se sitta tanto a nivel
superficial como profundo respecto del mismo. Dicho plexo presenta una gran importancia para
la viabilidad de la piel. Durante las cirugias en las que abordamos la piel debemos llegar al plano
fascial, por debajo de la musculatura cutanea, con el fin de no dafar dicho plexo. En aquellas
zonas en las que no existe musculo cutdaneo, como en la zona distal y media de las extremidades,
el plexo subcutdneo o profundo discurre por la superficie profunda de la dermis, con lo que los
cirujanos debemos profundizar bien bajo la superficie dérmica para conseguir conservar su
integridad (Cheryl S, 2009). En un estudio experimental sobre colgajos pediculados en el perro se
comprobd que la preservaciéon de musculo panicular garantizaba el éxito del colgajo al conservar
el plexo subdérmico, mientras que su rotura suponia la necrosis del colgajo pediculado (Pavletic

M, 2010c).

Los vasos del plexo profundo se contindian con ramificaciones a través de la dermis del plexo
medio, cuya funcién va a ser nutrir las glandulas sebdaceas y reforzar la red alrededor de los
foliculos pilosos, musculos erectores y glandulas tubulares (Scott et al., 2001; Hargis and Ginn,

2012).
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Por ultimo, encontramos el plexo superficial, que se comunica con las ramas ascendentes del
plexo medio, se encuentra en la superficie mas externa de la dermis, sus ramas irrigan la zona
basal de la epidermis y la porcién superior de los foliculos pilosos. Curiosamente el plexo
superficial estd poco desarrollado en el perro y en el gato, al contrario de lo que sucede en el
hombre, cerdo y simio, éste hecho explica que el perro raramente desarrolle ampollas cutdneas

a consecuencia de quemaduras superficiales (Hargis and Ginn, 2012; Al-Bagdadi, 2013).

La piel del hombre y del cerdo esta mas vascularizada que la del perro o gato, ya que a menor
densidad de pelo, mayor importancia tiene la termorregulacién (Foster and Foil, 2003; Amat et
al., 2009). En la figura 1 podemos apreciar diferencias anatémicas bdsicas entre la

vascularizaciéon de los carnivoros y el humano.

Figura 1: Comparativa de la vascularizacidn cutanea del perro y gato con el humano (Amat et al., 2009).
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Vasos Linfdticos

Tienen su origen en las ramificaciones capilares de la dermis superficial y alrededor de los
anexos. Juegan un papel importante en la nutricién, ya que controlan la microcirculacién de la
piel. Ademas se encargan de eliminar los detritus derivados del deterioro de la piel y de

recuperar proteinas y células desde los tejidos al torrente sanguineo (Young and Heath, 2004).

Inervacion

Se trata de un plexo subepidérmico, cuyas fibras nerviosas estdn asociadas a vasos
sanguineos, érganos terminales especializados, foliculos pilosos, glandulas sebaceas y musculo
erector del pelo. Su objetivo principal es la percepcién sensorial de tacto, calor, frio, dolor y

ayudan a la supervivencia y correcto funcionamiento de la epidermis (Hargis and Ginn, 2012).

Encontramos distintos tipos de receptores en la piel, los termorreceptores (de frio y de calor),
los mecanorreceptores (sensitivos al movimiento) y los nociceptores (receptores de dolor clasico

y receptores que participan en el prurito y la hiperalgesia). Las sefiales internas y externas de la
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piel son enviadas hacia el sistema nervioso central mediante un grupo de receptores terminales

(Foster and Foil, 2003; Pavletic M, 2003; Amat et al., 2009).

La hipodermis o tejido subcutdneo estd formado por tejido adiposo y conectivo laxo.
Representa la capa mas profunda de la piel, y tiene un origen mesenquimatoso. Sus células, los
adipocitos, son generalmente de forma redondeada, con el nicleo desplazado hacia la periferia
y contienen un citoplasma lleno de lipidos. Estd constituida por lobulillos delimitados por
tabiques de tejido conjuntivo que se contindan con la dermis reticular, y en ellos estan situados

los vasos y los nervios (Magafia Garcia and Magafia Lozano, 2011; Hargis and Ginn, 2012).

En ciertas zonas del cuerpo, la hipodermis estd ausente, como por ejemplo en los labios, ano,
parpados y oido externo, esto se traduce en un contacto directo entre la dermis y la musculatura
y fascia, en éstas zonas. El grosor de ésta capa varia segun la regién de la piel, y sus funciones
van a ser principalmente aislar el calor, promover el desplazamiento de la piel y crear una

reserva energética (Hargis and Ginn, 2012; Al-Bagdadi, 2013).

Microscopicamente podemos diferenciar dos capas: el estrato adiposo a nivel superficial y
mas profundamente el estrato fibroso, el cual incluye al musculo cutaneo. Las fibras del musculo
cutaneo se extienden transversalmente de forma irregular y atraviesan la dermis, permitiendo

que la piel tenga movimientos voluntarios (Pavletic M, 2003; Amat et al., 2009).

Anejos Cutaneos

Los anejos cutdneos de la piel tienen origen ectodérmico y son: los foliculos pilosos, las
glandulas sebdceas y las glandulas sudoriparas. Otras glandulas cutdneas son las glandulas
mamarias, glandulas perianales, los sacos anales y la glandula de la cola (Bacha and Bacha, 2001;

Pavletic M, 2003, 2010c; Hargis and Ginn, 2012; Al-Bagdadi, 2013).

El foliculo piloso es una evaginacion de la epidermis en la dermis, es una estructura que se
encarga de producir pelo. Estos foliculos pilosos se encuentran en la dermis pero también se

extienden hacia el tejido subcutaneo (Scott et al., 2001; Pavletic M, 2003).

La composicién de los foliculos pilosos se basa en queratinocitos muertos y diferenciamos dos
partes: el tallo, que es la parte que sobresale de la piel, y la raiz, que es la parte que queda

interna dentro del foliculo piloso (Dellman, 1993; Scott et al., 2001).

23 Deborah Chicharro Alcantara



Revision Bibliografica

Generalmente la forma del pelo depende de la forma del foliculo, por lo que foliculos rectos
formaran pelos rectos. Tras el nacimiento no se suelen formar nuevos foliculos pilosos y crecen
de forma oblicua respecto a la epidermis. Los foliculos pilosos son compuestos en los carnivoros,
y simples en omnivoros y herbivoros. El manto de perros y gatos ésta formado por pelos
primarios, con funcién protectora y de cobertura, y pelos secundarios que conforman el subpelo.
Por norma general los pelos primarios son de mayor grosor que los pelos secundarios (Banks,

1993; Al-Bagdadi, 2013).

En los perros encontramos foliculos pilosos agrupados en un foliculo central primario,
acompaifado de gldndula sebacea, glandula sudoripara apocrina y musculo erector, y dos
foliculos laterales secundarios con orificios independientes de los cuales emergen pelos

secundarios (Amat et al., 2009).

El crecimiento del pelo varia entre especies y se ve afectado por la estacién del afio, siendo
mas rapido en invierno, y como norma general, el pelo en razas de pelo corto tarda unos 130
dias en crecer, mientras que en razas de pelo largo como podria ser un afgano podria tardar
hasta 18 meses. Como ejemplos, se ha visto que en beagles machos el crecimiento medio del
pelo es de 0,4mm/dia en invierno, y de 0,34mm/dia en verano, mientras que en galgos (pelo
largo) se vid que exitia una velocidad de crecimiento de 0,18mm/dia en otofio y 0,04 mm/dias

en verano (Scott et al., 2001; Pavletic M, 2003, 2010c).

En cambio, en el caso del humano, el pelo de la piel cabelluda crece cerca de 0,3mm
diariamente, lo que se traduce en un centimetro (cm) al mes. El clima cdlido estimula el
crecimiento del pelo, aunque este puede estar afectado por factores endocrinos, nutricionales, y
de edad del individuo, por ejemplo en la vejez el pelo crece muy poco, y en jévenes y nifios, el
crecimiento es mas rdpido. También existen diferencias entre sexo, en la mujer el pelo de la
cabeza crece mas rapidamente que en el hombre, y en lo que se refiere al vello axilar ocurre a la

inversa (Magafia Garcia and Magafia Lozano, 2011).

El desarrollo del pelo tiene lugar en diferentes fases: encontramos la fase de crecimiento
activo o generativa (anagena), la fase en la que el foliculo entra en su periodo de degeneracién
parcial, denominada fase catdgena, y por ultimo encontramos una fase de inactividad,
denominada fase telégena. Existe una pérdida constante de pelo, que simultdaneamente es
reemplazado por nuevo pelo (Al-Bagdadi et al.,, 1977; Scott et al.,, 2001; Magafia Garcia and
Magafa Lozano, 2011; Hargis and Ginn, 2012).

Las caracteristicas del manto en perros y gatos varia en funcién de el area en la que se

encuentre del cuerpo. Habitualmente su manto de pelo es mas grueso sobre la zona del dorso y
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laterales del cuerpo, mientras que el pelo en el interior de los pabellones auriculares, zona

ventral del abdomen, flanco y zonas de la cola es mas fino (Pavletic M, 2010c).

Anatémicamente los foliculos pilosos los dividimos en tres partes: El infundibulo, el istmo y el
segmento inferior. El infundibulo se extiende desde el orificio del foliculo hasta la entrada del
conducto de la gldandula sebacea, el istmo va desde el mismo conducto de la glandula hasta el
origen del musculo erector del pelo, y finalmente, el segmento inferior se extiende desde el

istmo hasta la base del foliculo (Foster and Foil, 2003; Castellanos et al., 2005).

Respecto al pelo, podemos diferenciar tres estructuras: la médula que es la estructura mas
interna, la corteza que es la capa intermedia, y la cuticula que seria la capa mas externa del pelo,

que seria responsable de proteger a la corteza (Scott et al., 2001).

Las estructuras glandulares de la piel la forman las glandulas sebaceas, las glandulas
sudoriapras, las glandulas de la cola, los sacos anales, las glandulas mamarias y las glandulas

perianales.

Gldndulas sebdceas

Se trata de glandulas exocrinas formadas por células productoras de lipidos que producen una
sustancia oleosa que sale por el canal pilosebaceo para mantener la piel y el pelo suave y flexible
y para protegerla de la deshidratacion y de la excesiva humedad. Dichas gldndulas estan muy

desarrolladas por el cuello, dorso y cola del perro (Pavletic M, 2010c; Hargis and Ginn, 2012).

La secrecidn oleosa de las glandulas sebaceas estd bajo control hormonal. Ademas de actuar
como barrera fisica, la emulsién sebo-sudoripara también actia como barrera quimica, ya que
determinados acidos grasos de sebo presentan acciones antimicrobianas. Esta pelicula también
aporta lustre al pelo, por lo que nos ayuda a detectar estados de enfermedad o desnutricidn,
observandose un pelaje seco (Lovell and Getty, 1957; Foster and Foil, 2003; Amat et al., 2009; Al-
Bagdadi, 2013).

Las glandulas perianales son glandulas sebdceas modificadas que se encuentran en la unidn

mucocutdnea de del ano (Lovell and Getty, 1957; Pavletic M, 2003).

Gldndulas Sudoriparas
Las glandulas sudoriparas poseen una naturaleza apocrina y ecrina, por lo que podriamos

decir que existen dos tipos de glandulas sudoriparas (Castellanos et al., 2005).
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Las glandulas sudoriparas son grandes y simples. Son estructuras tubulares o saculares que
poseen una porcidén secretora y un conducto recto. Su conducto excretor se abre dentro del
canal piloso en el infundibulo por debajo de la glandula sebdcea. Las encontramos dispersas en
la piel con pelo. Las glandulas sudoriparas ecrinas son mas pequefias, tubulares y su parte
secretora tiene forma de ovillo y se localiza en la dermis profunda y en la regién subcutanea de
las almohadillas. Su conducto excretor se abre a la superficie de la piel (Banks, 1993; Pavletic M,

2010c; Al-Bagdadi, 2013).

La secrecidon de las glandulas sudoriparas posee propiedades feromonales y antimicrobianas,
siendo rica en pigmentos y lipidos. En perros y gatos no participan activamente en el mecanismo
de termorregulacidn, pero si protegen la piel de incrementos excesivos de temperatura. Este
hecho es una gran diferencia con los humanos, ya que para ellos las glandulas sudoriparas son
de vital importancia para evaporar el calor y asi poder bajar las altas temperaturas corporales

(Pavletic M, 2003; Castellanos et al., 2005; Al-Bagdadi, 2013).

Otras Glandulas especializadas

Glandula mamaria
Son gldndulas apocrinas tubuloalveolares y compuestas. Sufren numerosas modificaciones

durante la gestacion y después de la lactancia en la hembra (Pavletic M, 2003, 2010c).

Sacos Anales
Los sacos anales tienen un epitelio fino estratificado escamoso que incluye glandulas sebaceas

y apocrinas (Dellman, 1993; Al-Bagdadi, 2013).

Glandula de la Cola

Se trata de un area oval sobre el dorso de la cola, a nivel de la 52 a 72 vértebra coccigea en el
perro. Carece de funcion y solo la observamos en el 5% de los machos, aunque esta presente en
la histologia de la mayoria de ellos. Puede colaborar en el reconocimiento olfatorio de las

especies (Scott et al., 2001).
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Cicatrizacion de Heridas Cutdneas

Introduccion a las heridas cutaneas

Una herida cutdnea la podemos definir como la pérdida o rotura de la continuidad normal
anatomica y celular de la estructura de la piel, con extensién, forma y profundidad variable
(Lazarus et al., 1994). La tolerancia a la lesion varia en funcién del tipo de tejido. La tolerancia a
lesiones cutdneas en perros y gatos es excelente gracias a su capacidad de vascularizacién y
elasticidad. Los tratamientos de éstas heridas variardn en funcién del tipo de herida cutdnea

(Waldron and Zimmerman-Pope, 2003).

La causa de la herida habitualmente nos determina la extensién del dafio tisular, dos ejemplos
claros serian los siguientes: una lesién cutdnea con un objeto punzante causaria una herida sin
pérdida de tejido, en cambio, una avulsidén de la piel de las extremidades a consecuencia de un
atropello, resultara en una pérdida de tejido circundante importante. Estos dos heridas también
presentaran un grado de contaminacién diferente (White, 1999; Waldron and Zimmerman-Pope,

2003; Theoret, 2009).
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Las heridas son resultado de Ila absorcion de energia transferida al cuerpo,
independientemente de su origen. La gravedad de la herida va a depender de la fuerza de la
energia, de como esta energia se disperse por el cuerpo y del tipo de tejidos que la absorban.
Son multiples las causas que pueden dar lugar a heridas, incluyendo mordeduras, accidentes de
trafico, laceraciones con objetos punzantes, heridas quirdrgicas, patologias endocrinas (Theoret,

2009; Pavletic M, 2010a).

Denominamos erosidon a aquellas heridas que alteran la integridad de la piel, pero el defecto
epidérmico no traspasa la membrana basal, y estas erosiones curan sin dejar cicatriz. Cuando
existe una pérdida de continuidad de la epidermis y exposicidn de la dermis, esta lesidén se
denomina Ulcera y cura dejando cicatriz. Por lo que es muy importante evaluar el tipo de herida
ante la que nos encontramos, y con ello poder elegir un tratamiento adecuado (Amat et al.,

2009).

Clasificacion de Heridas

Inicialmente las heridas pueden ser abiertas o cerradas. En el caso de las heridas abiertas,
pueden ser clasificadas mas en detalle segin su profundidad, duracién y etiologia. La
clasificaciédn junto con la etiologia de la herida nos aporta las directrices generales para el

tratamiento de las heridas abiertas (Waldron and Zimmerman-Pope, 2003; Pavletic M, 2010b).

Con respecto a la profundidad de la herida, la podemos clasificar en los siguientes tipos

(Kolata et al., 1974; White, 1999; Pavletic M, 2010a):

= Erosion: La herida solo afecta a la epidermis.

= Abrasion: Se trata de heridas cutdneas producidas por mecanismos de friccién, con
afeccién tanto de la epidermis como de la dermis. Se comportan como quemaduras.

= Avulsidon o Heridas por arrancamiento: En éste caso el agente traumatico actua
arrancando los tejidos de forma parcial o completa.

= |ncision: Heridas producidas por instrumentos de hoja afilada y cortante. La gravedad
de la herida depende de la longitud y profundidad del corte, aunque suele tratarse de
heridas con bordes limpios y sin contornos tortuosos.

= Laceracion: Formada por una herida irregular producida por un desgarro de tejido. El

dafio al tejido superficial y profundo es variable.

Deborah Chicharro Alcantara 28



Revision Bibliografica

= Herida punzante: Producidas por agentes traumaticos puntiagudos, suelen crear una
solucion de continuidad externa minima, y en ocasiones puntiforme, mientras que la
profundidad que alcanzan suele ser mayor.

= Contusion: Lesidn traumatica de la piel, en la que ésta conserva su integridad, pero
existe una rotura de vasos sanguineos. Clinicamente cursa con dolor, inflamacién y

hematoma.

Segun la duracién de la herida y el grado de contaminacién de la misma, la podremos
clasificar en tres tipos, atendiendo a la relacidon entre tiempo de exposicion de la herida y
contaminacidn bacteriana como se expone a continuacion en la tabla 1 (White, 1999; Hosgood,

2003):

Tabla 1: Clasificacion de las heridas segun el tiempo de exposicion de la heriday la
contaminacion bacteriana.

S Laceraciones limpias con duracién de entre Oy 6 horas y
ipo .. Y .
con minima contaminacién bacteriana

o Laceraciones con duracién de entre 6 y 12 horas y con
ipo L, .
moderada contaminacion bacteriana

Heridas de mas de 12 horas de duracion, y con

Tipo 3 L .
contaminacién bacteriana grave

En funcién del grado de contaminacién también las podemos clasificar en limpias, limpias-
contaminadas, contaminadas e infectadas y sucias (Waldron and Zimmerman-Pope, 2003;
Pavletic M, 2010b) tal y como se muestra en la tabla 2.

Tabla 2: Clasificacion de las heridas en funcion de la duracidn y nivel de contaminacion (Rubio
et al., 2009).

o Duracion de la Ejemplos de tipos de
Grado de contaminacion . )
contaminacion heridas

Heridas asépticas
quirurgicas

Clasificacion de la herida

Limpia Minimo 0-6 horas

Heridas quirurgicas

Limpia-contaminada Minimo 0-6 horas .
contaminadas

Heridas traumaticas

Contaminada Significativo 6-12 horas .
abiertas

Heridas

Sucia-infectada Grande +12 horas . -
infectadas/cronicas

Una herida limpia es una herida no traumatica, no infectada y en la que no se afectan
cavidades (orofaringea, digestiva, respiratoria o urogenital). Estas heridas se realizan en
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condiciones de esterilidad y normalmente cierran por primera intencién. Las heridas limpias-
contaminadas son heridas en las que estan implicados los sistemas orofaringeo, digestivo,
respiratorio o urogenital, las heridas con una contaminacion minima se incluyen en éste grupo.
Las heridas contaminadas incluyen aquellas heridas traumadticas abiertas y, por ultimo, las
heridas infectadas y sucias son aquellas heridas traumaticas y crdnicas que incluyen una
infeccion clinica o por perforacidon de visceras y tienen una concentracién superior a 100,000
organismos antes de proceder a realizar la operacion, o bien se trata de heridas contaminadas

con pus (Hunt and Williams, 1997; Pavletic M, 2010b).

Segun el grado de persistencia, podemos hablar de heridas agudas o crdnicas. Las heridas
agudas se caracterizan por obtener la curacidon completa en el tiempo y de la manera esperada.
Se considera ulcera crénica aquellas heridas con pérdida de sustancia de la epidermis, dermis y
en ocasiones planos mas profundos que persisten sin cicatrizar mas de 6 semanas (Zielins et al.,
2014). Las heridas crénicas son aquellas que no cicatrizan debido a una amplia superficie de
tejido lesionado y no reparado o por alguna otra afeccidn patoldgica subyacente (Demidova-Rice

et al., 2012a; Markova and Mostow, 2012).

Tal y como hemos comentado con anterioridad el origen de las heridas cutaneas puede ser
muy diverso: mordeduras, quemaduras, heridas quirdrgicas, accidentes de trafico,
enfermedades endocrinas, armas de fuego, etc. En la tabla 3 aparece la clasificaciéon de las

guemaduras segun su profundidad.

Tabla 3: Clasificacion de las quemaduras segun su profundidad (Rubio et al., 2009).

Segundo Grado

Superficiales Destruccidn epidermis y parte de dermis Destruccion total espesor piel
Destruccidn epidermis Eritema + ampollas Aspecto palido
Eritema Dolor Bordes necréticos/irregulares
Dolor Indoloras

Origen: radiaciéon

Hablamos de heridas abiertas cuando observamos la separacion de los tejidos blandos. Tal y

como su propio nombre indica, al ser abiertas son mas susceptibles a la contaminacién. Por lo
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contrario en las heridas cerradas no observamos la separacién de los tejidos, habitualmente su

origen suelen ser por golpes romos o contusos (Foster and Foil, 2003; Grey et al., 2006).

Dependiendo de la complejidad de las heridas las podemos clasificar en heridas simples o

complicadas (Grey et al., 2006; Theoret, 2009).

Heridas simples

Las heridas simples se definen como aquellas en las que solo existe una afeccién de la piel o
del musculo, sin presentar una mayor profundidad. Un claro ejemplo de una herida simple seria
un corte superficial o arafiazo sin ocasionar dafios en drganos importantes (White, 1999; Rubio

et al., 2009).

Heridas complicadas

Sin embargo, las heridas complicadas son heridas mdas profundas y mas extensas,
habitualmente causan lesién muscular, tendinosa, nerviosa o incluso de érganos internos,
ocasionando abundante hemorragia. Estas heridas complicadas pueden ser de dos tipos,
penetrantes o transfixiantes, éstas ultimas ademas de afectar el musculo, lo perfora,

comunicando dos cavidades distintas (White, 1999; Rubio et al., 2009).

Proceso de Cicatrizacion Cutanea

La cicatrizacidon cutdnea es un proceso que comienza inmediatamente tras la lesidon y que
consigue restaurar la continuidad tisular tras la lesidn. Se trata de un proceso bioldgico en el que
intervienen factores fisicos, quimicos y celulares con el objetivo de restaurar la herida o en su

defecto reemplazarla por colageno (Singer and Clark, 1999; Cheryl S, 2009).

Las heridas cutaneas pueden cicatrizar mediante dos procesos distintos, por reparaciéon o
regeneracion, existiendo una clara e importante diferencia entre ambos. La reparacion del tejido
logra un tejido que tiene unas caracteristicas inferiores al del tejido original. Mientras que la
regeneraciéon consigue un tejido con las mismas caracteristicas que el tejido original, con el
objetivo de activar la biologia del paciente y conseguir una restauracién de tejido dafiado tanto
morfoldgica como funcional. Es de gran importancia destacar que la piel adulta no es capaz de
regenerarse de forma espontanea, sino que cicatriza con la formacion de cicatriz (Dudas et al.,

2008; Gurtner et al., 2008; Borena et al., 2015).
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El proceso de cicatrizacién cutanea engloba cuatro fases bien diferenciadas: hemostasia,
inflamacidn, proliferacién y remodelacion. La cicatrizacion es un proceso dindamico lo que
permite que las distintas fases se desarrollen de forma simultanea (Gurtner et al., 2008; Cheryl S,

2009; Ackermann, 2011; Zielins et al., 2014).

Cada una de éstas fases estd regulada en gran parte por citoquinas, que pueden actuar sobre
las células responsables de su liberacidn, células vecinas o células distantes (Gurtner et al., 2008;

Pavletic M, 2010a).

La hemostasia se produce inmediatamente tras el dafio tisular, excepto en los casos en los
gue exista un trastorno de la coagulacién. La vasoconstriccion de los vasos sanguineos
periféricos es el método inicial empleado tras la lesién cutdnea para controlar la hemostasis.
Esta vasoconstriccion es temporal, por lo que la herida cutdnea continuara sangrando si las
plaguetas no intervienen rapidamente. Durante éste periodo inicial de vasoconstriccion, las
plaguetas se agregan y se adhieren al colageno, formando un codgulo (Clark, 1996; Baum and
Arpey, 2005). A continuacion éstas plaquetas secretan sustancias vasoconstrictoras para

conseguir los siguientes objetivos (Gurtner et al., 2008):

= Mantener la vasoconstriccidn de los vasos sanguineos que han sido dafiados.
= Dar lugar al inicio del proceso de trombogénesis para parar el sangrado y evitar que
éste continue.

= Promover la angiogénesis: cicatrizacion del vaso sanguineo.

Exactamente el mismo proceso ocurre con vasos de gran calibre, aunque también intervienen
otros procesos fisioldgicos como la bajada de la presion arterial (Gurtner et al., 2008;

Ackermann, 2011).

La fase inflamatoria comienza 24 horas tras el dafio vascular, la podemos definir como una
inflamacién aguda, y que puede durar hasta 96 horas o incluso mds cuando el proceso de
cicatrizacion se ve interrumpido por la presencia de infeccién, traumatismos o cualquier otro
proceso (Clark, 1996; Theoret, 2009; Ackermann, 2011). Esta fase se caracteriza por un aumento
de la permeabilidad vascular, liberacion de citoquinas y factores de crecimiento, quimiotaxis de
células inflamatorias, y de activacion celular (macroéfagos, neutréfilos, linfocitos y fibroblastos)

(Bao et al., 2009; Cheryl S, 2009).
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La presente fase inflamatoria suele durar aproximadamente 5 dias en heridas experimentales

(Pavletic M, 2010a).

Los signos cardinales de la inflamacion aparecen durante ésta fase y son los siguientes: calor,

dolor, rubor, tumor y perturbacién de la funcidn (Broughton et al., 2006; Ackermann, 2011).

La primeras células inmunoldgicas que llegan al lugar dafiado son los neutrodfilos,
consiguiendo una mayor concentracion de éstos durante el primer y segundo dia después de la
lesidn cutanea. La funcién principal de éstos neutroéfilos es la de prevenir la infeccién bacteriana
de la herida, ademas de activar los queratinocitos, los fibroblastos y células inmunolégicas con lo
que acelera la llegada de estas células en pocas horas al lugar de la lesién (Eming et al., 2007;

Zielins et al., 2014).

Los monocitos se diferencian en macrdéfagos y llegan al lugar de la lesidn en aproximadamente
2-3 dias. Durante ésta primera parte de la fase inflamatoria los macréfagos junto con los
neutrofilos previenen el desarrollo de infecciones y actian desbridando la herida de organismos
y detritus mediante un proceso de fagocitosis (Cheryl S, 2009; Ackermann, 2011; Koh and
DiPietro, 2011; Zielins et al., 2014). Los neutrdfilos degenerados liberan enzimas y radicales
libres que destruyen las bacterias, el tejido necrético y sustancias extracelulares, y
adicionalmente estimulan a los monocitos. Los monocitos juegan un papel esencial para la
cicatrizacion de las heridas, por lo que podemos decir que los monocitos son esenciales y
necesarios para la cicatrizacién mientras que los neutréfilos no. Los monocitos sintetizan
factores de crecimiento que participan en la formacion de tejido y en el remodelado de la herida
(Eming et al., 2007; Cheryl S, 2009). El excesivo infiltrado de células inflamatorias va a afectar

negativamente el proceso de cicatrizacidn de las heridas (Ackermann, 2011).

Los factores de crecimiento que intervienen durante el proceso de cicatrizacion, los cuales
detallaremos en mayor profundidad mds adelante, pueden iniciar, mantener y coordinar la

formacidn de tejido de granulacién (Lynch et al., 1989; Martin, 1997; Cheryl S, 2009).

El proceso inflamatorio esta controlado por el sistema inmune, consiguiendo evitar una
respuesta exagerada o incluso perjudicial. Muchos de los medidores que producen la activacién,
al variar su concentracion o actuar sobre distintos receptores, van a producir inhibicion,
consiguiendo de esta forma un equilibrio o modulacién de la respuesta inflamatoria. A
continuacién detallamos los factores que intervienen en la presente regulacién (Gallin, 1989;

Male et al., 1991; Roit et al., 1992) :

= Prostaglandina (PGE): Inhibe la liberacién de mediadores por parte de los mastocitos

y basdfilos y previene la proliferacién y diferenciacion de los linfocitos.
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Histamina. Actua sobre los receptores H2 (histamina 2), induce en el mastocito y
baséfilo una inhibicidon de la liberacion de mediadores, inhibe la actividad del
neutrdéfilo, la quimiotaxis y activa las células T supresoras.

Agonistas auénomos. El mastocito y baséfilo parecen presentar receptores a y B-
adrenérgicos y C-colinérgicos que sugieren que la liberacién de mediadores podria
estar sometida a una regulacidn auténoma. La activacién del receptor B-adrenérgico
produce una inhibicidn, mientras que la activacién del a-adrenérgico y T-colinérgico
inducen la estimulacion.

Heparina. Actla inhibiendo la coagulacidn y la activacion de los factores del
complemento.

Eosindfilo. El eosindfilo es atraido al foco inflamatorio donde libera una serie de
enzimas que degradan determinados mediadores potenciadores de la inflamacién, la
histaminasa que actua sobre la histamina, la arilsulfatasa sobre los leucotrienos y la

fosfolipasa sobre el factor activador de las plaquetas (PAF).

La fase de reparacion o proliferacion comienza de 3 a 5 dias tras la lesion y se caracteriza por

la estimulacidon de la proliferacién de fibroblastos y de acido desoxirribonucleico (ADN) por parte

de las citoquinas liberadas por los macréfagos hacia la herida. Los fibroblastos son estimulados

por el TGF-B para que produzcan fibronectina, la cual facilita la unién células y el movimiento de

los fibroblastos. La presién de oxigeno tisular junto con la ligera acidez de la zona también

ayudan a estimular la proliferacion de fibroblastos y la sintesis de colageno (Balbino et al., 2005;

Bauer et al., 2005).

Esta fase puede llegar a durar hasta 3-4 semanas, dependiendo del tamafio de la herida

(Ackermann, 2011). Los cuatro procesos clave asociados con la fase de proliferacion son los

siguientes (Raja et al., 2007; Pavletic M, 2010a; Ackermann, 2011):

Angiogénesis / Neovascularizacién: Formacién de un nuevo endotelio.
Fibroplasia: Formacion de tejido conectivo.
Epitelizacion: Formacion de un nuevo epitelio.

Contraccion de la herida.

Las fases anteriormente mencionadas permitiran la restauracion funcional y estructural del

tejido dafiado. La cicatrizacion de la piel en quemaduras de tercer grado o en ulceraciones

graves seria el perfecto ejemplo de éste proceso (Ackermann, 2011).
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Neovascularizacion/Angiogénesis

La neovascularizacion es un proceso clave en la cicatrizacién de heridas, se define como la
formacidon de nuevos vasos sanguineos, proceso también denominado angiogénesis. Sin una
circulacion adecuada, los fibroblastos no pueden sobrevivir en el entorno de la herida, por lo que
si no tenemos fibroblastos no tendra lugar la formacidn de colageno. La epitelizacidon también
depende de una buena vascularizacion de la matriz extracelular (Martin, 1997; Singer and Clark,

1999).

Los siguientes factores promueven y potencian la angiogénesis: factores de crecimiento,
factores quimiotacticos, el propio medio de la herida, las bajas concentraciones de oxigeno y el
incremento en la concentracién de acido lactico (Klagsbrun and D'Amore, 1996; Pavletic M,

2010a).

El nacimiento de capilares se origina a partir de vasos existentes, por medio de células
endoteliales que migran hacia el lugar de la lesidon y se unen con otros capilares incipientes o
vasos lesionados. La formacion de nuevos capilares aumenta la tensidon de oxigeno en las

heridas, incrementando asi la fibroplasia (Cheryl S, 2009).

Fibroplasia

Consiste en la formacion del tejido de granulacion, formado por fibroblastos y matriz
extracelular (ECM). Los fibroblastos son formados por los tejidos de alrededor de la herida y por
células madre que son capaces de diferenciarse en fibroblastos. Las citoquinas estimulan la
proliferacidn de fibroblastos y migran hacia el lugar de la lesiéon (Martin, 1997; Li et al., 2007,

Pavletic M, 2010a).

La combinacién de nuevos capilares, fibroblastos y tejido fibroso consigue formar un tejido de
granulacion carnoso, con un color rojo vivo, en apenas 3-5 dias tras la lesion (Hoosgood, 2003;

Hinz, 2007).

La velocidad de crecimiento del tejido de granulacién en cada borde de la herida es de 0,4-1
mm/dia. Cuando nos encontramos ante un tejido de granulacién enfermo, observamos un
aspecto blanquecino, con un elevado contenido en tejido fibroso y escasa concentracién de
capilares. Este tejido de granulacién, esta formado por fibroblastos especificos (miofibroblastos),
y su funcién es la de rellenar los defectos de la herida ademas de protegerla. Los miofibroblastos
tienen una importante funcidn en la contraccion de la herida y se cree que contienen proteinas

como la actina y la miosina (Hinz, 2007; Cheryl S, 2009; Kawasumi et al., 2013).

Inicialmente, los fibroblastos segregan grandes cantidades de fibronectina formando ECM
mas fragil y temporal, ésta se sustituye gradualmente por una estructura permanente y estable
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formada por colageno. El coldgeno es una una glicoproteina formada por tres cadenas alfa
espirales compuesta en un 33% por glicina, 33% prolina y el restante 33% por aminoacidos. El
colageno es directamente responsable de la fuerza tensil de la herida, de manera que una
ausencia de coldgeno o su formacidn no estructurada puede provocar la dehiscencia de la herida

(Clark, 1996; Pavletic M, 2010a; Demidova-Rice et al., 2012a).

Mientras que la deposicidn de colageno tiene lugar por parte de los fibroblastos, la fibrina va
siendo eliminada. La sintesis de colageno incrementa de 4 a 5 semanas después del proceso de
cicatrizacion, y esto es debido a un mayor niumero de fibroblastos y a una mayor cantidad de
colageno depositado por cada célula. La actividad de las enzimas colagenasa es importante para

el control de la deposicién de colageno (Gurtner et al., 2008; Pavletic M, 2010a).

El coldgeno depositado al inicio de la fase de proliferacion o reparacién es coldgeno inmaduro
tipo Ill, mientras que en piel normal o cicatrices ya maduras encontramos colageno tipo |, ésta es
una buena forma de diferenciar microscépicamente una herida inmadura de una herida madura.
Aproximadamente 3 semanas tras la lesidn se alcanzan los niveles mas altos de coldgeno y luego

ya tendria lugar la fase de remodelado (Baum and Arpey, 2005; Zielins et al., 2014).

Epitelizacion

La epitelizacién tiene lugar gracias a la proliferacion de células epiteliales en la zona basal, que
van rellenando el defecto de la herida. Estas células epiteliales liberan enzimas proteoliticas al
medio externo, como la colagenasa, con el objetivo de pavimentar de nuevo la superficie tisular

viable (Jacinto et al., 2001; Bao et al., 2009).

En heridas suturadas con una buena aposicion de bordes, la epitelizacion comienza casi
inmediatamente, en apenas 24-48 horas, ya que no hay defecto que deba ser cubierto por tejido
de granulacion. Sin embargo, la epitelizacién en heridas abiertas comienza cuando se ha
formado un tejido de granulacién adecuado (aproximadamente a los 4-5 dias). La migracion
epitelial es aleatoria, pero esta guiada por las fibras de colageno. En un inicio el nuevo epitelio
estd compuesto de una sola capa de células, pero éste se va engrosando progresivamente al
formarse capas adicionales. Durante este proceso pueden regenerarse algunos foliculos pilosos
e incluso glandulas sudoriparas dependiendo siempre de la profundidad de la herida. Cuatro o
cinco dias tras la lesion solemos ver la formacion del nuevo epitelio. La epitelizacion va a ser
siempre mas rdpida en medio himedo que en medio seco (Clark, 1996; Balbino et al., 2005;

Cheryl S, 2009).
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Contraccion de la herida

El proceso de contraccion de la herida abarca tanto a la fase de proliferacion como a la fase de
remodelacion. Se basa en la reduccion del tamafio de la herida gracias a la accién de los
fibroblastos, tiene lugar a la vez que la epitelizacion y la formacién de tejido de granulacién y
reduce notablemente el tamafo de la herida entre 5 y 9 dias tras la lesién. La velocidad
aproximada a la que progresa la herida es de 0,6-0,8mm/dia, y al mismo tiempo la piel alrededor
de la herida también se estira. Dicha contraccién cesa cuando los bordes de la herida se ponen
en contacto, cuando la tensidn es excesiva o cuando los miofibroblastos no son adecuados. Esta
fase también se ve afectada, y por lo tanto parcialmente inhibida, mediante el empleo de
antiinflamatorios esteroideos, relajantes musculares o farmacos antineoplasicos (Cheryl S, 2009;

Demidova-Rice et al., 2012a).

La fase de remodelacidn, también llamada fase de maduracidn, comienza aproximadamente a
las 3 o0 4 semanas tras la lesién, pero solo tiene lugar una vez que las fases de inflamacién y
proliferacidon han sido completadas. Esta fase incluye la remodelacién del tejido de granulacion y
la conversidén del tejido conectivo inmaduro en tejido conectivo maduro a través de la formacion
de colageno extracelular. Se trata de una fase que puede durar hasta mas de dos afios (Baum

and Arpey, 2005; Ackermann, 2011; Wynn and Ramalingam, 2012).

Esta fase comienza cuando el coldgeno se ha depositado correctamente en la herida. Las
fibras de colageno se remodelan, alterando su orientacién y aumentando su entrecruzamiento,
lo que supone un aumento en la resistencia de la herida. El coldgeno tipo Il disminuye
progresivamente, mientras que el tipo | aumenta. El mayor incremento en la resistencia de la
herida se produce entre los 7 y 14 dias tras la lesién. Durante las primeras tres semanas se
recupera un 20% de la resistencia final, luego progresivamente esta va aumentado, pero nunca
llega a recuperar la del tejido normal, alcanzando tan solo un 80% de su resistencia original. Al
disminuir el niumero de capilares en la zona, el aspecto macroscépico de la herida se vuelve mas
palido y durante la maduracidn del proceso de cicatrizacion de heridas, las cicatrices se vuelven
mas planas, mas blandas y menos celulares (Cheryl S, 2009; Tziotzios et al., 2012; Zielins et al.,

2014).

La figura 2 representa esquematicamente las cuatro fases que tienen lugar durante la

cicatrizacion de tejidos.
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Figura 2: Representacion esquematica de las cuatro fases que tienen lugar durante la cicatrizacion cutanea
(Borena et al., 2015).

1. Hemostasis 2. Inflammation
Skinsutace  Wound

opt g
oe Be 8t @®

Acute Chronic

4. Remodeling | I 3. Proliferation |

Wound closure Colisgen

Platelet O Redbloodcell

B Macrophage @) Potymorphonuciest cel Q (Myolfibrobissts.

Tipos de cicatrizacion

Distinguimos principalmente dos tipos de cicatrizacion, la cicatrizacion por primera intencién y
la cicatrizacion por segunda intencion. La cicatrizacidon por primera intencién tiene lugar cuando
los bordes de la herida estdn directamente aposicionados y cicatrizan rapidamente. Aquellas
heridas con una mayor destruccién de células y tejido presentan un proceso de reparacién mas
complicado en la que es necesario la formacidn de tejido de granulacién. En el tipo de herida
mas simple como puede ser un corte limpio o una incisidn realizada por un cirujano, existe una
hemorragia inicial causada por el dafio de la vascularizacién y una retraccidn y vasoconstriccion
de los vasos sanguineos. En el area de la herida se deposita fibrina, proteinas plasmaticas, un
codgulo, la agregacion plaquetaria y una infiltracién neutrofilica. Dependiendo de la proximidad
entre los bordes de la herida, de la presencia o ausencia de cuerpos extrafios o agentes
infecciosos, y de la capacidad propia del animal para regenerar heridas, nos encontraremos ante
un tipo de reparacidn u otra. En los casos en los que el proceso de cicatrizacion de la herida se ve
interrumpido por cualquier factor, el tipo de reparacion de la herida pasara a ser por segunda

intencién (Singer and Clark, 1999; Theoret, 2009).

La cicatrizacidn por primera intencién tiene lugar en 2-3 dias cuando los bordes de la herida
estan aposicionados por suturas o vendajes. Las consecuencias de este tipo de reparacion en la
herida son minimas, tan solo causando una leve fibrosis en la dermis superficial y la pérdida de
anejos cutaneos como foliculos pilosos, glandulas sebdceas y glandulas sudoriparas. En ésta
ocasion la fuerza tensil en practicamente la misma que la del tejido adyacente (Ackermann,

2011; Zielins et al., 2014).
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La cicatrizacion de una herida por segunda intencién se basa en la formacién de tejido de
granulacién, contraccidn de la herida y en el proceso de epitelizacién para conseguir el cierre de

la misma (Waldron and Zimmerman-Pope, 2003; Enoch and Leaper, 2007).

Este tipo de cicatrizacion tiene lugar cuando los bordes de la herida no estan bien
aposicionados. Dichas heridas presentan un tejido conectivo dispuesto de forma aleatoria y con
muy poca o incluso ninguna organizacion en el proceso de cicatrizacién, aun asi, el tejido
conectivo fibroso rellena el defecto en la dermis superficial y profunda. Igual que en el caso
anterior, la formacién de éste nuevo tejido conectivo fibroso carece de anejos cutaneos como
foliculos pilosos, gldndulas sebdceas y glandulas sudoriparas. La fuerza tensil del tejido de
granulacion se encuentra disminuida y las lesiones pueden desgarrarse. Durante la cicatrizacion
por segunda intencién, el lugar de la lesion puede permanecer ulcerado, con ausencia de pelo y
en ocasiones incluso el tejido conectivo puede sufrir un proceso de proliferacién continuo y
protuir de la superficie de la piel dando lugar a una cicatriz hipertréfica (Hoosgood, 2003;

Gurtner et al., 2008; Ackermann, 2011).

Factores que afectan a la cicatrizacién cutanea

Como ya se ha comentado anteriormente, el objetivo principal del proceso de cicatrizacion va
a ser el conseguir una cicatriz rapida, minima y funcional. Sin embargo, van a existir diversos

factores tanto internos como externos que afecten el proceso de cicatrizacién de dichas heridas.

La edad del individuo va a afectar el proceso de cicatrizacién. Los animales mayores tienden a
presentar un proceso de cicatrizacién mas lento, debido a la presencia de patologias o

debilitacién general (Clark, 1996).

Animales nutridos de forma deficitaria o con una concentracion de proteinas séricas inferior a
1,5-2 g/dl, presentaran una cicatrizacion ralentizada y una menor resistencia de la herida. En
humana, los individuos obesos presentan una mayor incidencia a padecer infecciones de heridas

quirdrgicas (Crane, 1989; Cheryl S, 2009).

Patologias como la diabetes mellitus retrasan la cicatrizacién de forma importante y ademads
aumentan la predisposicién a infecciones de la herida. El hiperadrenocorticismo o “sindrome de
Cushing” cursa con un retraso marcado en el proceso de cicatrizacion de heridas, debido al
incremento en los niveles de glucemia y de corticoides que causa dicha enfermedad. Las
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enfermedades hepdticas pueden llegar a provocar deficiencias en los factores de coagulacién y

por lo tanto repercuten en el proceso de cicatrizacion (Vileikyte, 2001; Wu et al., 2010).

Cuanto mayor es el tiempo de anestesia, mayor es el riesgo de infecciones postquirurgicas en
perros y gatos (Beal et al., 2000). En la especie felina, las heridas suturadas tienen la mitad de
fuerza a los 7 dias de cicatrizacién que en los perros, ademas, las que cicatrizan por segunda
intencién curan mas lentamente, forman menos tejido de granulaciéon, y curan mas por

contraccién de los bordes de la herida en comparacién con los perros (Bohling et al., 2004).

La presencia de hipovolemia, shock o vasoconstriccion también va a afectar el proceso de
curacion de las heridas, ya que éstos procesos disminuyen el riego sanguineo de la zona
lesionada. Otros factores generales que van a entorpecer la cicatrizacion de las heridas son la
disminucién de Fe, Cu, Sy de vitamina C ya que hacen que disminuya la sintesis de coldgeno. La

uremia y el déficit de vitamina B disminuyen el metabolismo celular (Sopena et al., 2009a).

El uso de esteroides afecta notablemente la cicatrizacién de las heridas, ya que disminuye la
neoformacién de capilares, estabiliza las membranas de los lisosomas, provoca un incremento
de la fase inflamatoria, disminuye la mitosis celular, incrementa la fase de reparacion vy
disminuye la sintesis de colageno. Ademds aumentan el riesgo de infecciones y retrasan todas

las fases de la cicatrizacidn cutdnea (Singer and Clark, 1999).

La presion sobre la zona de la herida va a provocar una disminucién del riego sanguineo y
puede ocasionar la dehiscencia, una movilidad excesiva en la zona va a disminuir la migracién de
fibroblastos y el riego sanguineo, la mala coaptacion de los bordes de la herida va a disminuir la
migracion de fibroblastos y el uso de farmacos citostaticos disminuye la migracién y replicacién

de fibroblastos (Sopena et al., 2009a).

La radioterapia ralentiza la cicatrizacion, los antiinflamatorios suprimen la fase de inflamacién,
la aspirina pueden retrasar el proceso de coagulacién sanguinea, gran parte de los
guimioterapicos inhiben completamente la cicatrizacidn de heridas, por éste motivo deberiamos
de evitar el uso de quimioterapia o radioterapia durante las dos semanas previas a una

intervencidén quirdrgica (Cheryl S, 2009).
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Todas aquellas superficies intactas como puede ser el periostio, tenddn, fascia y vaina
nerviosa, no sostienen el tejido de granulaciéon, por lo que todas aquellas heridas con exposicion

de alguna de estas superficies van a ralentizar la cicatrizacion (Balbino et al., 2005).

La presencia de cuerpos extrafios en las heridas (como suturas, implantes, etc.) desencadena
una reaccion inflamatoria intensa que afecta negativamente a la cicatrizacion fisioldgica de la
herida, la liberacidon de las enzimas necesarias para degradar estos cuerpos extrafios provoca
una destruccion de la matriz de la herida, prolongacion de la fase inflamatoria y retraso de la
fase fibroblastica. El uso de antisépticos en la zona de la herida la predispone a infecciones

secundarias ademas de enlentecer la cicatrizacion de la misma (Broughton et al., 2006).

La perforacidn de orificios corticales en huesos favorece el proceso de cicatrizacion, gracias a
la liberacion de diversos factores entre ellos osteogénicos. Y la La aportacion de calor (302) en la
herida acelera su cicatrizacién, al igual que una herida humeda cicatriza mas rapidamente que

una seca (Clark, 1996; Cheryl S, 2009).

Toda aquella herida realizada con instrumentos quirurgicos afilados cura antes y con menos
necrosis en los bordes que aquellas heridas realizadas con tijera, bisturi eléctrico o laser. La
disminucién o compromiso de la vascularizacién por el uso de vendajes compresivos retrasan la
cicatrizacion. Mientras que los exudados de las heridas pueden llegar a producir necrosis (Cheryl

S, 2009).

Por todo esto, serd muy importante considerar todos éstos factores e intentar minimizar al
maximo sus efectos, para poder conseguir unas condiciones ideales de cicatrizacidn, y conseguir

unos buenos resultados.

Complicaciones en la cicatrizacién cutdnea

A pesar de poder influir en la cicatrizacion y prevenir problemas de contaminacién cutanea y
cicatrizacion incompleta o excesiva, siempre que se rompe la integridad del tejido del paciente
es mas vulnerable a padecer infecciones y complicaciones. Por éste motivo, es de vital
importancia el evitar cualquier factor que afecte negativamente a la cicatrizacion cutanea, como
hemos visto con anterioridad (hiperglicemia, malnutricidn, obesida, etc.). A continuacién en la

tabla 4 se detallan las principales complicaciones asociadas a la cicatrizacién cutanea.
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Tabla 4: Principales complicaciones en la cicatrizacion de heridas (Rubio et al., 2009).

Complicaciones Comentarios

Acumulacion de liquido o suero linfatico. 2 origenes:

Seroma ., s ol .
Seccidn vasos linfaticos / Necrosis de grasa

Hematoma Acumulacion sangre coagulada

Absceso Coleccién de pus

Infeccion Retrasa la cicatrizacion

Celulitis Infeccion tejido subcutaneo

Gangrena gaseosa Toxemia intensa muscular

Dehiscencia Separacion planos anatémicos

Una de las complicaciones mas frecuentes en la cicatrizacion son los seromas, la forma de
evitar su apariciéon es realizar una buena sutura de la herida o en su defecto, realizar una
correcta compresion de la zona intervenida para no dejar espacios muertos, y otra opcion seria

la de colocar drenajes para favorecer la eliminacidn del liquido producido (Foster and Foil, 2003).

La formacion de un hematoma supone ya una complicacidn fisioldgica inicial de la herida, ya

que representa un caldo de cultivo para infecciones (Enoch and Leaper, 2007; Rubio et al., 2009).

Respecto a la presencia de infeccidon en las heridas, las bacterias, los granulocitos y las
colagenasas de los macroéfagos degradan el coldgeno, disminuyendo la fuerza de la herida. En
medicina humana es muy frecuente en pacientes quirurgicos las infecciones por Staphilococcus

aureus resistente a la meticiclina (SARM) (Rubio et al., 2009).

Cicatrizacion cutdnea patolodgica

Ciertas condiciones patofisioldgicas y metabdlicas pueden alterar el curso normal de los
procesos provocando una cicatrizacién retardada y como resultado, heridas crénicas que no
acaban de cicatrizar (Marston and Dermagraft Diabetic Foot Ulcer Study, 2006; Mustoe et al.,

2006; Wu et al., 2010).

Una cicatrizacién cutanea patoldgica, independientemente de su origen, va a dar lugar a

trastornos fibroproliferativos (cicatrizacién aberrante) o a Ulceras (escasa cicatrizacion).

Son el resultado de una cicatrizacion cutanea prolongada y aberrante, que da lugar a una
deposicidn excesiva de colageno y a una proliferacién exagerada de fibroblastos (Al-Attar et al.,

2006; Ackermann, 2011; Huang et al., 2013a).
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La formacion de cicatrices hipertroficas esta relacionada con el mecanismo de la lesidn, ya
gue normalmente se forman tras quemaduras u otros dafios de la dermis profunda (Zhu et al.,
2013b). Sin embargo, la formacidon de queloides estd determinada por factores genéticos y
ambientales, observandose mas frecuentemente en pieles oscuras (Al-Attar et al., 2006; Halim
et al., 2012; Berman et al., 2016). Clinicamente tanto los queloides como las CH se muestran
como masas pruriticas, eritematosas, de consistencia dura y con prominencia (Zielins et al.,

2014; Berman et al., 2016).

Este tipo de cicatrices tienen solo un 70% de la fuerza tensil de la piel normal (Miller and
Nanchahal, 2005). Las CH se revierten parcialmente porque entran en la fase de remodelacidn,

mientras que los queloides nunca revierten (Al-Attar et al., 2006; Zielins et al., 2014).

Durante el proceso fisiolégico de cicatrizacion cutdnea, la fase inflamatoria tiene lugar
rapidamente tras la lesién, en ella, se forma un coagulo de fibrina que libera factores
guimiotacticos responsables de la migracién de leucocitos a la zona de la herida. Seguidamente
se produce una infiltracidon de neutrdfilos en la herida, que son reemplazados por macroéfagos,
esto marca el final de la fase inflamatoria inicial y el comienzo de la fase final inflamatoria
comenzando a continuacién la fase de proliferacion (Baum and Arpey, 2005; Huang et al.,

2013a).

En el caso de cicatrizaciones cutaneas patoldgicas, los macrofagos de la zona de la herida
liberan de forma inapropiada citoquinas durante el periodo de transicién entre la fase
inflamatoria tardia y la fase proliferativa. Dicho suceso prolonga la fase inflamatoria y por lo
tanto, retrasa la cicatrizacion, resultando en la formacion de queloides y cicatrices hipertréficas

(CH) (Huang et al., 2014; Zielins et al., 2014; Berman et al., 2016).

Las Ulceras o también llamadas heridas crénicas son aquellas heridas que no terminan de
cicatrizar y persisten durante mas de 6 semanas (Markova and Mostow, 2012). Las podemos
clasificar principalmente en tres grandes grupos: Ulceras vasculares, Ulceras diabéticas o Ulceras
por presion o por decubito (Demidova-Rice et al.,, 2012a; Zielins et al., 2014).
Independientemente de su etiologia, todas muestran un incremento de la inflamacion de la
zona, hipoxia y hasta cierto grado presencia de infeccion o contaminacion bacteriana (Zielins et
al., 2014). La tabla 5 detalla la clasificacion de las Ulceras mas comunes en medicina veterinaria,

las Ulceras por de decubito.
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Tabla 5: Clasificacion de las tlceras de decubito en funcion de su grado (Sopena et al., 2009a).

Grado 1 Eritema, dolor/escozor, piel edematosa, piel fria o caliente

Pérdida parcial de piel (epidermis, dermis o ambas), elevado riesgo infeccidn, aspecto
crater

Afeccion tejido subcutdneo, aspecto crater profundo

Grado 4 Extensa destruccion, lesién en musculo/hueso/estructuras de sostén y necrosis tejido

Las ulceras de decubito o por presion son cada vez mas frecuentes en medicina veterinaria, se
tratan de lesiones provocadas por presidn continua sobre estructuras corporales. Los puntos
mas frecuentes de aparicion de éstas Ulceras son los salientes dseos, en especial el trocanter
mayor del fémur, tubérculo mayor del himero, calcdneo, céondilos femorales y humerales, y
olécranon entre otras estructuras anatdmicas. La presién prolongada dificulta o interrumpe el
aporte sanguineo local provocando la muerte tisular, a continuacién, se formara la ulcera en
pocos dias al desprenderse el tejido desvitalizado, permitiendo la contaminacién bacteriana

secundaria (Sopena et al., 2009a).

En medicina humana, durante los ultimos afios el problema de las ulceras cutdneas esta
siendo cada vez mads importante y mas frecuente, particularmente por el incremento en la
poblacién anciana. Las Ulceras cutdneas constituyen un problema de asistencia serio y creciente,
y son frecuentemente dificiles de tratar. Segun la asociacion italiana de ulceras cutaneas (AIUC),
éstas cuestan al Servicio Nacional de Sanidad Italiana sobre un 10.000 millones de euros cada
afio (Bernuzzi et al., 2010). En Estados Unidos, el tratamiento de éstas Ulceras cuesta en torno a
entre 6 y 15 billones de délares anualmente en tratamientos tanto médicos como quirurgicos

(Markova and Mostow, 2012).

Las ulceras de pie en pacientes diabéticos afectan a un 25% de los mismos y suponen sobre un
20% del total de los gastos sanitarios, por lo que suponen un impacto significativo en la calidad
de vida y mortalidad de los pacientes (Boulton et al., 2005; Reiber and Raugi, 2005; Bernuzzi et
al.,, 2010). Se estima que aproximadamente 1,7 millones de pacientes en el mundo padecen
diabetes (Brem and Tomic-Canic, 2007). Las heridas en pacientes diabéticos presentan un
proceso de angiogénesis retardado, un bajo nivel de factores de crecimiento y una limitada
habilidad para reclutar células inflamatorias en la herida. La pobre vascularizacién de la herida,
junto con el continuo estado de inflamacién crdnica de la misma limitan su capacidad de

cicatrizacion (Ansurudeen et al., 2012; Lian et al., 2014).

Las causas de las Ulceras son muy diversas, entre ellas cabe destacar los desdrdenes

vasculares (venosos, arteriales, linfaticos, vasculitis), el origen neuropatico (diabetes), los
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traumatismos, alteraciones metabdlicas, patologias de tejido conectivo (lupus eritematoso
sistémico), pioderma gangrenosa, patologias hematoldgicas (leucemia), disproteinemias,

inmunodeficiencias, neoplasias, infecciones, paniculitis y origen iatrogénico (Grey et al., 2006).

Independientemente del origen, las Ulceras cutdneas se caracterizan por pérdida de tejido,
incluyendo la epidermis, dermis y, en ocasiones, tejido adiposo y capas musculares, y por falta
de reparacion espontanea, probablemente debido al envejecimiento (cese de la proliferacién)
de la poblacion de células madre mesenquimales o a la incapacidad para reclutar células
precursoras circulantes (Vande Berg and Robson, 2003; Boulton et al., 2005; Reiber and Raugi,

2005; Bernuzzi et al., 2010).

Algunas de las complicaciones que las heridas crdnicas pueden llegar a desencadenar son las
siguientes: la aparicion de fistulas, osteomielitis, contracturas y deformidades de las
articulaciones cercanas, amiloidosis sistémica, calcificaciones, anemia, septicemia, etc. (Grey et

al., 2006).

Tratamiento de las heridas cutaneas

Tradicionalmente se pensaba que la mejor manera de curar una herida era mantenerla seca.
Tras varios estudios realizados se ha visto que la curacién de las heridas es mas rapida en un
ambiente himedo, frente a curas secas con formacién de costra (Finnie, 2002; Sopena et al.,

2009b).

La cura en ambiente humedo, fue descrita por primera vez por Winter en 1962 de forma
experimental, demostrando que las lesiones cutaneas cubiertas por una lamina impermeable
polimérica, presentaban una curacién dos veces mas rapidas que las que eran expuestas al aire
(cura seca). Este efecto es debido a que previene la deshidratacion tisular y la muerte celular, se
promueve la angiogénesis, se estimula la eliminacidn de fibrina y de tejido desvitalizado y
permite la interaccion celular y la liberacidn de factores de crecimiento para la cicatrizacion

(Winter, 1962).

Los ambientes secos conducen a la deshidratacion de la herida y a la muerte celular,
provocando una reduccidon en la proliferacion epitelial lo que puede incrementar la fase
inflamatoria. El uso de apdsitos semipermeables en una herida aporta humedad a la misma y se
comporta como una barrera para el agua, los microorganismos, el trauma quimico y mecanico.
Adicionalemente, estimula la proliferacién epitelial. Por lo que un aspecto importante en la
eleccién de un apésito es la capacidad de mantener la humedad del lecho de la herida (Sopena

et al., 2009b; Wu et al., 2010).
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En un articulo publicado por Parnham se concluye que la retencién de humedad en la
superficie de las heridas agudas potencia el movimiento epidérmico; no obstante, todavia existe

poca evidencia de que esto mismo sea aplicable en heridas crénicas (Parnham, 2002).

Las heridas crdnicas presentan una mayor complejidad y pueden requerir de diferentes tipos
de tratamiento. En general, el ambiente humedo en la herida sera favorable para la produccién,

el crecimiento y la migracién celular (Sopena et al., 2009b).

Existen principalmente dos tipos de abordajes terapeuticos para el tratamiento de las heridas
cutaneas. Los mismos se pueden dividir en tratamientos farmacolégicos y no farmacoldgicos, los

cuales seran detallados a continuacion.

Limpieza de la herida

En primer lugar debemos realizar el lavado de la herida con agua o suero templado, es de vital
importancia evitar la pérdida térmica de la herida, ya que puede significar un retraso de 4 a 6
horas en la reanudacion de la mitosis, con lo cual retrasariamos la cicatrizacion (Clark, 1996;

Robson et al., 2001; Sopena et al., 2009b).

Desbridamiento de la herida

En el caso de Ulceras o heridas crénicas es preferente realizar un desbridado enzimatico o
mecanico con Suero Salino Fisiolégico (SSF) a presion. Se debe de usar la minima fuerza
mecanica para la limpieza de las heridas asi como para su secado posterior. La presion del lavado
ha de ser efectiva para facilitar el arrastre del detritus, bacterias y resto de curas anteriores
pero, sin capacidad para producir traumatismos en el tejido sano. La utilizacién prolongada de
antisépticos locales (povidona yodada, clorhexidina, etc.) para el lavado de las lesiones esta
demostrado que puede retrasar la cicatrizacidn y crear resistencias, al ser productos quimicos
citotoxicos para el nuevo tejido. Esta contraindicado el realizar un desbridamiento quirdrgico
hasta que haya mejorado el aporte vascular a la zona (Attinger et al., 2006; Broughton et al.,

2006; Sopena et al., 2009a).

Apdsitos

Tras haber realizado la limpieza de la herida, colocaremos un apdsito para la proteccién de la
cura y la estimulacién de la cicatrizacidn. Existen un gran nimero de apdsitos en el mercado los
cuales deben proporcionar un ambiente hiumedo, controlar el exudado, permitir el intercambio

gaseoso, mantener constante la temperatura, proporcionar proteccion frente a
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microorganismos y traumatismos y no adherirse a la herida. A continuacién, en la tabla 6

podemos ver un resumen de alguno de ellos (Horn, 2012; Murphy and Evans, 2012):

Tabla 6: Clasificacion de los apdsitos en funcion del tipo de herida (Sopena et al., 2009b).

Tipo de Herida Tipo de Apdsito

Hidrogel,
Aguda, leve Hidrocoloide
Alginato
Hidrogel
Aguda, grave . -
Esponja poliuretano
Hidrogel
Profunda Esponja poliuretano
Alginato
Hidrogel
Alginato
Esponja poliuretano
Hidrogel
Granulacion Pelicula poliuretano
Hidrocoloide

Pelicula poliuretano

Quirurgica

Gasa no adherente

Los hidrogeles tienen un gran contenido de agua (70-90%) por lo que aportan liquido a los
tejidos y los hidratan, favoreciendo asi la cicatrizacion. Las esponjas de poliuretano tienen una
gran capacidad de absorcidn, y los apdsitos que contienen plata, poseen un efecto bactericida
potente, con pocos efectos secundarios (Sopena et al., 2009b). Los alginatos se presentan en
placa o en cinta y poseen una capacidad de absorcidn de hasta 20 veces su peso, siendo muy
utiles en heridas exudativas. Los poliuretanos actian como barrera semipermeable y repelen
agentes contaminantes y los hidrocoloides favorecen el desbridamiento autolitico y la

granulacion (Jones et al., 2006; Murphy and Evans, 2012).

Vendajes
Los vendajes compresivos se emplean frecuentemente en medicina humana para tratar

ulceras secundarias a insuficiencia venosa y linfedema en las piernas (Enoch et al., 2006a).

Los vendajes aportan limpieza, control del medio, limitan la hemorragia, reducen los espacios
muertos y reducen el movimiento de la herida y con ello promueven la formaciéon de una menor
cicatriz. Ademas, mantienen una temperatura adecuada de la herida, lo cual mejora la
cicatrizacion y facilita la disociacion del oxigeno de la hemoglobina, existiendo una mayor

disponibilidad de éste para las heridas (Clark, 1996; Sopena et al., 2009a).
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Otras terapias

Entre otro tipo de terapias cabe destacar el uso del laser, terapias con ultrasonidos,
hidroterapia, electroterapia, terapia electromagnética, y el uso de oxigeno hiperbarico, entre
otras (Enoch et al., 2006a). También podemos estimular localmente la vascularizacion mediante
la realizacidon de masajes suaves en Ulceras de grado 1y 2, o con el uso de otras terapias incluso

como la acupuntura (Sopena et al., 2009a).

También es importante destacar el uso de miel como terapia alternativa para la curacién de
heridas crénicas ya que son multiples los estudios que certifican la eficacia de la miel como
tratamiento en heridas. La miel posee un efecto antibacteriano y mejora la cicatrizacién de las
heridas acelerdndola (Grego et al., 2016; Medeiros Vde et al., 2016; Takzaree et al., 2016). En un
estudio sobre abrasiones corneales donde empleaban el uso de miel, se observd que existia una
aceleracién de proceso de cicatrizacion en las heridas tratadas con miel (Ker-Woon et al., 2015).
Otro estudio utilizé miel para el tratamiento de Ulceras de pie en personas diabéticas y
observaron que existia una mejor cicatrizacién de dicha ulcera, reduciendo asi notablemente la
incidencia de amputaciones en pacientes que padecian éste tipo de patologias (Surahio et al.,

2014).

El control de la flora bacteriana es de vital importancia en heridas complicadas. Todas las
heridas no quirurgicas contienen bacterias, pero no todas estdn infectadas. Las caracteristicas
gue vamos a observar a nivel macroscépico en heridas infectadas son las siguientes: dolor,
sangrado, elevado exudado, enrojecimiento y cicatrizacién de la herida ralentizada. Como
tratamientos farmacoldgicos para controlar la sobrepoblacién bacteriana emplearemos:
antibidticos locales o sistémicos, ademas del control del exudado, desbridamiento y curas. Los
antibiéticos mas cominmente empleados son: la neomicina, la sulfadiacina, las cefalosporinas,

bacitracina y la polimixina (Foster and Foil, 2003; Sopena et al., 2009a; Wu et al., 2010).

También es importante el control del dolor y la inflamacién asociada. Se emplean corticoides
intravenosos para tratar Ulceras secundarias a patologias de tejido conectivo (como la artritis
reumatoide en humana), ademas es frecuente el uso de antiinflamatorios no esteroideos
(AINES) tanto en medicina humana como en veterinaria. El uso de analgésicos para el control del
dolor asociado a algunas ulceras o grandes lesiones cutdneas puede variar desde analgésicos
simples hasta opidceos para aquellos pacientes que presentan un dolor grave (Foster and Foil,

2003; Enoch et al., 2006a; Cheryl S, 2009).
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Colgajos cutdneos

Un colgajo cutdneo es una porcién de piel y tejido conjuntivo subcutdaneo parcialmente
separada de su lecho, que mantiene su vascularizacion y es transferida a una zona préxima para
poder cubrir un defecto grave. Nos permiten una cobertura completa e inmediata de la lesidn
evitando asi otros tratamientos mas prolongados que requieren una cicatrizacién de la herida
por segunda intencién. La clasificacidon de los colgajos mds cominmente empleada es la que
hace referencia a su vascularizacidon y a la forma en la que se mueve el segmento de piel en
veterinaria. Con lo que nos encontramos ante colgajos axiales y colgajos de plexo subdérmico

(Cheryl S, 2009; Whyte and Sanchez, 2009a; Hunt, 2012).

Injertos cutdneos

El uso de injertos en medicina veterinaria esta poco extendido, su uso estd indicado en todas
aquellas lesiones cutaneas en las que no podemos realizar colgajos cutdneos por la amplitud de
la pérdida de tejido o bien por las caracteristicas de la zona, sobretodo en las zonas distales de
las extremidades. Sin embargo, en medicina humana, los injertos cutaneos son empleados con

frecuencia (Whyte and Sanchez, 2009b).

Podemos definir un injerto como una parte de tejido que se separa de su ubicacién anatémica
natural (donante), privandolo completamente de su aporte sanguineo, para transferirlo a su
lecho receptor, del cudl se deberd de nutrir. Los injertos los podemos clasificar en funcién de su

procedencia, composicidn y de su espesor (Cheryl S, 2009; Whyte and Sanchez, 2009b).

La medicina regenerativa se define como un campo de la investigacion biomédica novedoso y
creciente cuyo objetivo principal es el de reemplazar, restaurar y regenerar células, tejidos y

drganos dafiados (Greenwood et al., 2006; Dieckmann et al., 2010).

El uso de las terapias regenerativas en el campo de la dermatologia incluye diferentes
abordajes tecnoldgicos, como moléculas solubles, tratamientos con células madre,
reprogramacion celular, ingenieria tisular y factores de crecimiento (Greenwood et al., 2006;

Dieckmann et al., 2010; Dhillon et al., 2012).

Existe una gran necesidad de desarrollo de nuevos abordajes terapéuticos para ulceras y
heridas cutaneas complicadas, y éstos deben ser econdmicos y aplicables a gran escala. Uno de
los abordajes mas interesantes es el que trataremos en el presente proyecto, el uso del plasma
rico en factores de crecimiento y de células madre mesenquimales de grasa.
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A continuacién discutiremos brevemente el uso de factores de crecimiento (FC) , PRGF y
células madre en heridas cutdneas que son los tratamientos empleados en la presente tesis

doctoral.

Factores de crecimiento (FC)

Los Factores de crecimiento (FC) son un grupo de sustancias de naturaleza polipeptidica,
solubles y difusibles, que tienen la capacidad de regular el crecimiento, diferenciacién y fenotipo
de numerosos tipos de células. Los FC provocan una serie de cambios intracelulares que afectan
a la expresiéon de genes que codifican funciones metabdlicas, como la divisién celular o la sintesis
de determinadas proteinas. Adicionalmente, los factores de crecimiento inducen la migracion de
células al lugar de la lesion, células como los leucocitos o los fibroblastos, siendo tipos celulares
de vital importancia para los procesos de reparacion tisular (Canalis, 1992; Lind, 1996; Koveker,

2000).

Los FC han sido empleados clinicamente para promover la cicatrizacién cutanea desde los
afios 40, dénde los clinicos comenzaron aplicando extractos embridnicos que demostraron
promover el crecimiento celular in vitro, para la cicatrizacion de heridas (Waugh, 1940).
Actualmente, los FC pueden ser aplicados en las heridas por diferentes métodos, desde la forma
mas tradicional a nivel tépico o administracién intralesional hasta métodos mas complejos como

la utilizacion de terapia genética o con “scaffolds” especiales (Zielins et al., 2014).

Se ha comprobado que el uso de factores de crecimiento afecta el proceso de cicatrizacién
cutanea (Steed, 1995; Werner and Grose, 2003). Diferentes estudios en pacientes humanos han
confirmado que los factores de crecimiento como el PDGF promueve la cicatrizacién cutdnea en
heridas agudas e incluso produce una cicatrizacion completa en heridas crénicas (Robson et al.,

1992a; Robson et al., 1992b; Mandracchia et al., 2001).

A principios de los 90 se observé como la presencia de factores plaquetarios autélogos en
Ulceras recalcitrantes inducia la formacién de un tejido de granulacion temprano (Atri et al.,
1990). Existen numerosos son los estudios que demuestran su eficacia en el tratamiento de
lesiones en pacientes diabéticos (Gilsanz et al., 2001; Margolis et al., 2001; Tarroni et al., 2002;

Saaristo et al., 2006).

Los principales factores de crecimiento que intervienen en el proceso de cicatrizacion cutanea
son los siguientes: PDGF, EGF, FGF, VEGF, TGF-B, KGF, IGF-1 y IGF-2 (Factor de Crecimiento
Insulinico) (Grazul-Bilska et al., 2003; Zielins et al., 2014).
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Plasma rico en factores de crecimiento (PRGF) o Plasma rico en plaquetas (PRP)
El plasma rico en plaquetas (PRP) se define como el volumen de plasma autdlogo que tiene
una concentracidn plaquetaria por encima de la linea basal (Marx, 2001; Grageda et al., 2005;

Pietrzak and Eppley, 2005).

La elevada casuistica de lesiones dérmicas traumaticas, ya sean debidas por traumatismos
externos o postquirudrgicos, nos hace inclinarnos hacia el tratamiento de éstas heridas con PRGF.
La obtencidn de factores de crecimiento es sencilla. Tras la obtencidon de sangre del paciente,
procedemos a la centrifugacion de la misma para posteriormente separar las dos fracciones del
plasma en funcién de su concentracién en factores de crecimiento (PRGF y PPGF), a
continuacién se activa el plasma mediante la adicién de cloruro cdlcico (CICa) y se procede a su

inoculacion (Sopena et al., 2009b).

La concentracidon de plaguetas que encontramos en el PRP es aproximadamente de 2 a 4
veces superior a la concentracidon sérica normal de plaquetas (Fortier and Smith, 2008). Las
plaguetas son fragmentos citoplasmaticos derivados de megacariocitos de médula ésea que
contienen diversos factores de crecimiento y citoquinas que estimulan el proceso de

cicatrizacion cutanea (Borena et al., 2015).

La utilizacion de PRP acelera la cicatrizacién de las heridas debido a su capacidad de aumentar
la angiogénesis, estimulando la sintesis y diferenciacion de células precursoras y liberando
factores que estimulan la reproduccién celular (fibroblastos y células endoteliales) (Bennett and

Schultz, 19934, b).

En el campo de la dermatologia es muy importante destacar el uso de PRP en la aceleracion
de la cicatrizacion de las Ulceras cutdneas crdnicas. Anitua y colaboradores demostraron como
tras 8 semanas de tratamiento de este tipo de heridas, el porcentaje de superficie curada en
pacientes sometidos a PRP fue significativamente mayor que en el grupo control (Anitua et al.,
2008). Las ulceras cutaneas son muy frecuentes en pacientes con patologias como la diabetes,
los cuales acaban teniendo complicaciones vasculares y neuropatias periféricas. El empleo de
PRP ha hecho que muchas de estas ulceras se puedan resolver disminuyendo el riesgo de
complicaciones, el tiempo de curacién y las posibilidades de infeccion (Gilsanz et al.,, 2001;

Tarroni et al., 2002; Pietrzak and Eppley, 2005; Salemi et al., 2008).

Células madre (CM)
En los ultimos afios, se han abierto nuevas perspectivas de gran interés en el campo de la

terapia celular. Las células madre son células indiferenciadas capaces de llevar a cabo la
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proliferacién, autorrenovacién y produccion de un amplio nimero de células diferenciadas asi

como la regeneracion de células madre tisulares (Peng and Huard, 2003).

En los ultimos afos las CM han generado enormes expectativas y se han convertido en una
gran esperanza para el desarrollo de nuevas terapias celulares en el contexto de una medicina

regenerativa (Fortier and Travis, 2011; Diekman and Guilak, 2013).

Las células madre se pueden clasificar segln su capacidad de diferenciacién o segun su origen.
En funcidon de la capacidad de diferenciacion pueden ser: totipotenciales, pluripotenciales,
multipotenciales, oligopotenciales o unipotenciales. Dependiendo del origen, las clasificamos en:

embrionarias, germinales, fetales, o adultas (Kolios and Moodley, 2013; Borena et al., 2015).

En medicina humana se han empleado para tratar defectos en tejidos blandos, lesiones en

guemados, cicatrices y para regenerar diferentes tejidos dafiados (Teng et al., 2014).

En medicina veterinaria a nivel experimental y clinico se han empleado para acelerar la
cicatrizacion de heridas. En el estudio de Griffeth y colaboradores, empleaban el uso de células
madre mesenquimales de grasa y Plasma Rico en Plaguetas (en asociacion o de forma individual)
para el tratamiento de heridas en piel de delfines (Griffeth et al., 2014). Luo y colaboradores
inyectaban MSC derivadas de cordén umbilical en defectos completos realizados en piel de
ratones, y mostraron una mejora significativa de la cicatrizacién dando lugar a una curaciéon mas

rapida (Luo et al., 2010).
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Factores de Crecimiento

Introduccion

Los factores de crecimiento son proteinas de sefalizacion (hormonas tisulares) que
influencian en el metabolismo de otras células (Fortier and Smith, 2008). Canalis en 1988
clasificd los factores de crecimiento por primera vez, y se definieron como un grupo de
sustancias polipeptidicas solubles y difusibles que actian como agentes reguladores del
crecimiento, diferenciacién, proliferacion y metabolismo celular de numerosos tipos de células

(Canalis et al., 1988; Vega et al., 2000).

Estas substancias son capaces de Inducir la migracion de otros tipos celulares hasta el lugar de
la lesidon, de forma que desencadenan un efecto quimiotactico sobre células como los
fibroblastos y los leucocitos, que intervienen de forma vital en el proceso de reparacion y

regeneracion tisular (Canalis, 1992; Lind, 1996).

Con referencia a la sintesis de los factores de crecimiento, pueden ser producidos por una

gran variedad de tipos celulares, y pueden actuar sobre las mismas células que los sintetizan
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(factores autocrinos) o sobre otras células dentro del tejido (factores paracrinos). En el torrente
sanguineo los podemos encontrar libres, unidos a proteinas o en el interior de los granulos alpha

de las plaquetas (Canalis, 1992; Grageda et al., 2005).

Es importante destacar que el efecto de los factores de crecimiento no sera el mismo en todos
los tejidos y también variara dependiendo de la situacién (Stone, 1998). Estas proteinas actuaran
uniéndose a receptores especificos de las membranas celulares, pudiendo potenciarse o

inhibirse entre ellos mismos (Chopra and Anastassiades, 1998).

Los factores de crecimiento liberados tras la degranulacién de las plaguetas en el lugar de la
lesién proporcionan las sefiales iniciales para la activacién de las células integrantes de los
tejidos que rodean la zona. Como respuesta a estas sefales, las células locales y las infiltradas
sufren cambios en la proliferacién, diferenciacidn y sintesis de proteinas con distintas funciones
biolégicas. Todos estos fendmenos en conjunto, definen el proceso que se conoce como
activacion celular (Reed et al., 2000). Ademas ejercen multiples efectos sobre los fendmenos de
remodelacion celular (Barnes et al., 1999; Marx and Garg, 2005), permitiendo que interactien
reciprocamente con los leucocitos y con las células endoteliales para modular la reaccion
inflamatoria en los procesos de cicatrizacién y de regeneracion tisular (Bazzoni et al.,, 1991;

Ouyang and Qiao, 2006).

La secrecion activa de los factores de crecimiento por parte de las plaquetas comienza a los 10
minutos de la activacidn celular y mas del 95% de los factores de crecimiento son liberados en

una hora (Marx, 2001).

Los principales factores de crecimiento (Tabla 7) liberados tras la activacion plaquetaria son
los siguientes: Factor de crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF) que incluye las isoformas
AA, AB, BB, CC y DD, factor de crecimiento B transformante (TGF-B) con sus isoformas B1,B2 y
B3, factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF), factor de crecimiento derivado del
hueso (BDGF), factor de crecimiento insulinico tipo 1 (IGF-1), factor de crecimiento acido y
basico (aFGF y bFGF), factor de necrosis tumoral (TNF-a), factor de crecimiento epidérmico
(EGF), factor de crecimiento hepatocitario (HGF), factor de crecimiento nervioso (NGF), factor de
crecimiento fibroblastico (FGF), factor de crecimiento queratinocitico (KGF), factor de
crecimiento de tejido conectivo (CTGF) y factor de crecimiento estimulador de colonias (CSF)

entre otros (Hoosgood, 2003; Anitua et al., 2004; Marx, 2004; Enoch et al., 2006b; Reed, 2007).
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Tabla 7: Factores de crecimiento que intervienen en el proceso de cicatrizacion cutaneay el
origen de cada uno de ellos (Hoosgood, 2003).

FACTOR DE
CRECIMIENTO

TGF-B

IGF-1

CTGF

VEGF

TNF

CSF

PDGF (Factor de crecimiento derivado de las plaquetas), TGF-B (Factor de crecimiento transformante B), EGF (Factor de

crecimiento epidérmico), FGF (Factor de crecimiento fibrobldstico), KGF (Factor de crecimiento queratinocitico), IGF-1 (Factor

de crecimiento insulinico tipo 1), CTGF (Factor de crecimiento de tejido conectivo), VEGF (Factor de crecimiento del endotelio

vascular), TNF (Factor de necrosis tumoral), CSF (Factor de crecimiento estimulador de colonias), NGF (Factor de crecimiento

nervioso), HGF (Factor de Crecimiento Hepatocitico).

Algunos de estos factores son clave en la reparaciéon de determinadas patologias como la
cicatrizacion de heridas y ulceras, Ulceras corneales, fracturas déseas, lesiones ligamentosas y
tendinosas, entre otras (Cullinane et al., 2002; Molloy et al., 2003; Anitua et al., 2004;

Southwood et al., 2004; Abegao et al., 2015).

El uso de factores de crecimiento y citoquinas para promover la cicatrizacién cutanea ha
existido desde los afios 40, donde los clinicos comenzaron a utilizarlos a través de extractos
embridnicos que aplicaban en las heridas cutdneas (Zielins et al., 2014). Los factores de
crecimiento se liberan en la zona de la lesidn cutdnea y son necesarios para la comunicacién
entre diversos tipos celulares como los fibroblastos, miofibroblastos, células musculares lisas,
células endoteliales, queratinocitos y células inmunitarias. Se ha comprobado que la aplicacién
exogena de factores de crecimiento afecta el proceso de cicatrizacion cutanea, mejorando la

misma en el tiempo (Steed, 1995; Werner and Grose, 2003).

En el proceso de cicatrizacion cutdnea intervienen una serie de factores de crecimiento
principales, entre los cuales se encuentran los siguientes: PDGF, EGF, FGF, IGF-1/2, VEGF, TGF-B,
KGF (Koveker, 2000; Grazul-Bilska et al., 2003; Jeffcoate et al., 2004). Hasta el momento solo el
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PDGF ha sido aprobado por la Administracion de Drogas y Alimentacion de Estados Unidos (FDA)
y por las Autoridades Europeas (EMEA) para la aplicacién clinica en pacientes (Papanas and

Maltezos, 2007; Murphy and Evans, 2012).

Cada factor de crecimiento tiene mas de un efecto sobre el proceso de cicatrizacion de
heridas. Estos efectos celulares incluyen favorecer la quimiotaxis, promover la mitosis
(propiedades mitogénicas), estimulacidn y activacion celular y propiedades reguladoras sobre

diferentes componentes del proceso de cicatrizacién (Pavletic M, 2010a).

Estos factores de crecimiento no solo regulan la migracion y proliferacién celular, sino que
también remodelan la matriz extracelular y promueven la angiogénesis, creando un ambiente

ideal que favorece el proceso de cicatrizacidon cutdnea (Demidova-Rice et al., 2012b).

Principales factores de crecimiento

El PDGF es una proteina catidnica de 31-Kda compuesta por dos cadenas peptidicas que se
identifican como A y B, unidas por puentes disulfuro en tres formas diméricas: AA, AB y BB.

Existen dos tipos de receptores para el PDGF, el ay B (Westermark, 1990).

Todos los PDGF’S comparten los mismos receptores tirosin-kinasa; el receptor del Factor de
Crecimiento Derivado de las Plaquetas alpha (PDGFRa) y beta (PDGFB). El PDGFRa reconoce
tanto a PDGF-A como a PDGF-B, de forma que puede unirse con PDGF-AA,BB y AB. En cambio, el
PDGFRP solo reconoce a la subunidad PDGF-B, y como resultado tendra afinidad por PDGF-BB,
se unird a PDGF-AB con baja afinidad y no se unird a PDGF-AA (Bennett and Schultz, 1993a). Al
mismo tiempo ambos receptores se pueden combinar para formar homodimeros o
heterodimeros, dando lugar a tres posibles combinaciones (PDGFR-aa, af, BB) teniendo cada

uno de ellos una afinidad variable por los distintos PDGF’S (Reigstad et al., 2005).

Dicho factor fué aislado por primera vez en el interior de las plaquetas, de aqui viene su
nombre (Antoniades et al.,, 1975). Lo producen las plaquetas, las células endoteliales,
macroéfagos, fibroblastos y células musculares lisas (Lynch et al., 1987; Hoosgood, 2003). Se
trata de un potente agente quimiotactico y mitogénico de los fibroblastos, células musculares
lisas, y células inflamatorias. El PDGF trabaja junto con el TGF-B, EGF y IGF-1, los cuales actuan
mas adelante en el ciclo celular y estimulan la actividad mitogénica de las células mesenquimales
(Huang et al., 1984). La actividad mitogénica del PDGF por los fibroblastos es gracias a su

habilidad para inducir la sintesis de IGF-1, que actla como un factor autocrino. Aunque las
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células endoteliales sintetizan PDGF no responden a él, sino que trabajan de una forma
paracrina estimulando las células musculares lisas adyacentes, estas mismas células musculares

lisas también actian de forma autocrina y sintetizan PDGF (Hoosgood, 2003).

El PDGF no se detecta en la circulacion, por lo que aparentemente parece ser un factor que se
sintetiza y actua localmente. La unidn de este factor a proteinas plasmaticas y proteinas de la
matriz extracelular, incluyendo la a2 macroglobulina, puede modular su actividad bioldgica

(Scher et al., 1979).

Es un potente activador de las células de origen mesenquimal (Pierce et al., 1991). Estimula la
sintesis de diversos componentes de la matriz extracelular del tejido conectivo como
glicosaminoglicanos (acido hialurdnico) o proteoglicanos (Hsu and Chang, 2004). Ademas el
PDGF también modula importantes procesos relacionados con la remodelacién tisular, como la
endocitosis o la migracidn tisular (Kiritsy et al., 1993). Durante el proceso de reparacion de los
tejidos, el PDGF es uno de los primeros factores de crecimiento detectables en el foco de lesién

tras el dafio tisular (Hsu and Chang, 2004).

Efecto sobre la cicatrizacién cutdnea

El PDGF es uno de los primeros factores secretado tras una lesién y promueve las reacciones
celulares durante todas las fases del proceso de cicatrizacién cutdnea (Kiritsy et al., 1993). Dicho
factor es secretado en el area de la lesidén cutdnea principalmente por los granulos alpha de las
plaguetas (Papanas and Maltezos, 2007), pero también es sintetizado por diferentes células
presentes al inicio del lugar de la lesién, como macrdfagos, células endoteliales, fibroblastos y
queratinocitos (Werner and Grose, 2003; Papanas and Maltezos, 2007). De forma similar al FGF-
2, eL PDGF estimula la proliferacion y migracion de células endoteliales (Heldin and Westermark,

1999).

La plaqueta es la primera célula en llegar a la zona de la herida y la que encontramos en
mayor concentracién. Los monocitos circulantes son atraidos a la zona de la herida y se
convierten a macréfagos. Estas células también pueden sintetizar PDGF, tal y como los
fibroblastos que son atraidos a la zona de la lesidn por dicho factor. Los macréfagos y los
fibroblastos se activan por el PDGF, y por lo tanto hay una funcion autocrina de este factor hacia

estas células (Hoosgood, 2003).

El PDGF sintetiza fibronectina y hialuronano, componentes importantes para la matriz
extracelular. Ademas de colagenasa, vital para la remodelacién de la herida. En principio este
factor no estimula directamente la produccién de coldgeno por parte de los fibroblastos, sino

que estimula la produccion de TGF-B, cuyo factor inicia la sintesis de coldgeno (Hoosgood, 2003).
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Ademads del fuerte efecto quimiotactico por monocitos, fibroblastos, neutrdfilos y células
musculares lisas y de sus propiedades mitogénicas, promoviendo la mitosis de fibroblastos,
células endoteliales y de musculo liso, también estimula la angiogénesis, la contraccion de la
herida, la formacion de tejido de granulacion, y la remodelacién de la herida. Ademas inhibe la

agregacion plaquetaria y regula la expresion de integrinas (Pavletic M, 2010a).

Las terapias con PDGF sobre la cicatrizacion cutdnea de heridas se basan mayoritariamente en
estudios experimentales en modelos de animales diabéticos. En uno de los estudios se observé
un incremento en la proliferacion de fibroblastos y de la densidad vascular, consiguiendo asi una
cicatrizacion cutdnea mas rapida (Greenhalgh et al.,, 1990). El uso de PDGF recombinante
humano ha demostrado resultados satisfactorios en el tratamiento de Ulceras de pie en
diabéticos, aunque solo se ha aprobado una terapia tépica por la FDA para su uso en pacientes,

llamada Regranex ® (Smith and Nephew, INC., London, UK) (Steed, 2006).

Se ha demostrado que los niveles de PDGF son bajos en ratas diabéticas y de avanzada edad,
lo que desencadena un retraso en la respuesta al dafio cutaneo (Werner and Grose, 2003). Al
igual que en el estudio anterior, los niveles de PDGF también los encontraron bajos en ulceras
que no cicatrizaban en humanos (Pierce et al., 1995), probablemente debido a una menor
produccidén o a una mayor concentracién de proteasas. Como resultado, el tratamiento con
PDGF exdgeno ha sido estudiado en mayor profundidad y se ha encontrado que es beneficioso
para el tratamiento de pacientes con heridas croénicas, y tras su aprobacion por la FDA, esta
siendo ampliamente empleada en humana para su tratamiento en en ulceras diabéticas (Brown

et al., 1994; Leahy and Lawrence, 2007).

Ante la inhibicidn a nivel experimental del PDGF-B en heridas de 4mm de grosor completo en
ratas, se observd un retraso significativo en la cicatrizacién de las heridas, con una notable
reduccion del cierre cutdneo, de la concentracién de miofibroblastos, de coldgeno tipo 1y de la
expresion de fibronectina. La inhibicion del PDGF-B también inhibe la proliferacidon y migracién
de pericitos, junto con la activacidon de fibroblastos y por lo tanto afecta la angiogénesis y la
neoformacion de vasos sanguineos durante el proceso de cicatrizacidén cutanea (Rajkumar et al.,

2006).

Efecto sobre la cicatrizacion de otros tejidos

Se ha demostrado que el PDGF juega un papel importante en el sistema nervioso central,
particularmente en la supervivencia y regeneracion neuronal y en la mediacién de la
proliferacién, diferenciacién y migracion de células gliales (Wolswijk, 2002; Milenkovic et al.,

2003).
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En el proceso de cicatrizacidon tendinosa también interviene de forma activa. En el estudio
experimental de Duffy y cols en 1995 (Duffy et al., 1995), se observaron elevados niveles de
PDGF durante el proceso de reparacion de este tejido. El PDGF estimula la sintesis de colageno y
de otras proteinas de la matriz extracelular tendinosa de manera dosis dependiente (Molloy et

al., 2003).

La aplicacidon de PDGF en lesiones ligamentosas ha demostrado una mejoria de los pardmetros
biomecanicos (Letson and Dahners, 1994), pero no se observé un efecto sinérgico en los casos

en los que se combinaron los diferentes factores de crecimiento.

A nivel articular, los condrocitos expresan receptores para el PDGF. Se ha visto que tras la
administracidn intraarticular de PDGF-BB en ratas se obtuvo un incremento transitorio y precoz

de la actividad osteogénica en las capas mas profundas del cartilago articular (Hulth et al., 1996).

La aplicacién de PDGF sobre modelos experimentales de osteotomia de tibia en conejos ha
demostrado efectos beneficiosos sobre la cicatrizacién ésea, ademas, dicho factor parece que
estimula la resorcién 6sea mediante el incremento en el nimero de osteoclastos, que son las

células clave en el proceso de remodelacion ésea (Nash et al., 1994)

El TGF-B es una proteina multifuncional con tres isoformas distintas: TGF-1, TGF-$2 y TGF-3
en mamiferos (Hoosgood, 2003; Zielins et al., 2014). La isoforma TGF-B1 es la mas abundante de
las tres, estando presente en liquido amnidtico, saliva, leche y humor acuoso y vitreo del ojo. El
TGF-B3 también ha sido aislado en humana del cordén umbilical (Attisano et al., 1994;

Hoosgood, 2003).

El TGF-B una estructura dimérica formada por 2 subunidades de 112 aminoacidos unidas por
puentes disulfuro, con un peso molecular total de 25000 daltons (Assoian and Sporn, 1986;
Centrella et al., 1986). Fue identificado por primera vez en tejidos transformados (sarcomas), y

de aqui su nombre (Burgess, 1989).

Tras la sintesis del TGF-B, es secretado al exterior como un complejo inactivo que esta
formado de un dimero TGF-B3, su pro péptido LAP (“latency associated peptide”) y LTBP (“latent
TGF-B binding proteins”) (Hoosgood, 2003; Todorovic et al., 2005). Como resultado, el TGF-3
necesitara ser activado antes de poder unirse al receptor, este proceso se llama “latent TGF-
activation” o “TGF-B formation” (Gleizes et al., 1997). Con este estado de latencia se consigue
controlar su actividad, regulando asi su biodisponibilidad y limitando su difusion desde las

células que lo secretan, matizando asi las acciones autocrinas y paracrinas del TGF-B (Arrick et
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al.,, 1992). Los péptidos latentes pueden ser activados por proteasas como la plasmina y la
trombina o a través de interacciones fisicas con proteinas como la trombospondina-1 o las
integrinas. Por otra parte, el éxido nitrico (NO) también provoca la activacién del TGF-B (Blobe et

al., 2000; Todorovic et al., 2005).

El mayor reservorio de TGF-f3 son los granulos alfa de las plaquetas, donde lo encontramos en
concentraciones de 40 a 100 veces superiores a otros tejidos (Assoian and Sporn, 1986).
También encontramos concentraciones elevadas de este factor en el hueso, sobretodo en el
interior de los osteoblastos (Robey et al., 1987; Lind, 1996). EI TGF-B también puede ser
secretado por otras células, como hemos visto con anterioridad en la tabla 7, como los linfocitos,

los macroéfagos, fibroblastos, entre otras (Hoosgood, 2003).

Las propiedades quimiotacticas del TGF-B son similares a las del PDGF. Tiene un potente
efecto mitogénico sobre los macréfagos, células musculares lisas, y osteoblastos. Al igual que el
PDGF, estimula la angiogénesis y la fibroplasia, pero también la migracidon de queratinocitos.
Posee un efecto inhibitorio sobre la produccién de metaloproteinasas de matriz, proliferacién de
gueratinocitos y crecimiento de células endoteliales, linfocitos y células epiteliales (Pavletic M,

2010a).

Con referencia a las funciones bioldgicas de este factor, regula la proliferacién, migracién y
metabolismo celular puede tanto estimular como inhibir la diferenciacién y la proliferacion
celular, en funcién de su concentracién, del ambiente en el que se encuentra y por ultimo del
tipo celular al que es expuesto (Kiritsy et al., 1993). A nivel general, estimula las células de origen
mesenquimal, e inhibe las de origen ectodérmico, ademas participa en la respuesta inflamatoria
y en el proceso de reparacidn tisular (Lind, 1996; Clark and Coker, 1998). También es importante
destacar su papel sobre el sistema inmune, ya que interviene en la apoptosis, seleccion y

activacion de células T (Huang and Huang, 2005).

Efecto sobre la cicatrizacion cutdnea

TGF-B1, TGF-B2 y TGF-B3 presentan diferentes funciones pero a la vez superpuestas durante
el proceso de cicatrizacidn cutdnea. Tanto la TGF-B1 como la TGF-B2 inducen la diferenciacién de
fibroblastos y miofibroblastos, la deposicién de matriz extracelular, la contraccién cutdnea y la
formacién de cicatriz, mientras que la TGF-B3 tiene la habilidad de reducir la formacién de
cicatriz y de promover la angiogénesis. La isoforma TGF-f1 es la que predomina en la

cicatrizacion de heridas cutaneas (Barrientos et al., 2008).

Se ha visto que trastornos en las concentraciones de TGF-B1 pueden dar lugar a desérdenes
fibroproliferativos, como la formacién de queloides o la cicatrizacién hipertréfica (Penn et al.,
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2012). Debido a su importante funcion en el proceso de fibrosis, existen multiples estudios que
investigan los efectos de la modulacién del TGF-f en heridas. En el afio 2012 se realiz6 un
estudio en el que se comprobd que el factor TGF-B3 era necesario para la reepitelizaciéon de
heridas excisionales, ya que afecta a la actividad de los queratinocitos mediante efectos

paracrinos (Le et al., 2012).

Como hemos podido percibir, el TGF- juega un papel muy importante en la cicatrizacién de
heridas, su efecto quimiotdctico sobre las células inflamatorias, su efecto sobre el estimulo de la
angiogénesis y sobre la formacién de matriz extracelular, son tres caracteristicas vitales en el
proceso de cicatrizaciéon cutdnea (Bennett and Schultz, 1993a). El tratamiento de heridas
cutdneas en modelos experimentales con el factor TGF-B, ha demostrado una reversiéon de
factores negativos para la cicatrizacion, como pueden ser la edad o los glucocorticoides (Beck et
al., 1991). Por otra parte, a pesar de su efecto procicatrizante, hay autores que describen efectos
de fibrosis excesiva en heridas cutdneas, resultando en la deposicién exagerada y desordenada

de colageno (Border and Ruoslahti, 1992).

La mayoria de la informacién que conocemos sobre la acciéon del TGF-B sobre la cicatrizacién
cutdnea se ha obtenido a través de estudios en animales con modelos de herida incisional o
excisional (Finnson et al., 2013). Estudios preclinicos demuestran una reduccion significativa de
la formacion de cicatriz y una mejora considerable de la arquitectura cutanea tras la
administracidn intradérmica de avotermin (TGF-B3) en ratas adultas (Shah et al., 1994, 1995).
Ademas estudios experimentales de fase 2 han demostrado que administraciones intradérmicas
de avotermin en revisiones de cirugia de cicatrices (So et al.,, 2011) y heridas bilaterales en
piernas (McCollum et al., 2011) son bien tolerados y resultan en una mejora significativa del

aspecto externo de la cicatriz comparado con el placebo.

El TGF-B junto con otros factores de crecimiento interviene en la fase inflamatoria y en la fase
de proliferacién del proceso de cicatrizacidon de heridas, mediante la atraccidn de fibroblastos a
la zona de la lesidon. El TGF-B1 ha demostrado acelerar la cicatrizacidn de heridas en modelos
experimentales animales mientras que el TGF-2 ha mostrado su eficacia tras su aplicacion
tdpica en ulceras de pie de personas diabéticas. Durante la fase re proliferacién y remodelacién,
el TGF-B3 reduce la deposicién de colageno vy, por lo tanto, reduce la formacidn de cicatriz en la

herida (Enoch et al., 2006b).

Efecto sobre la cicatrizacion de otros tejidos
El TGF-B fomenta la formacién de tejido dseo a través de varios mecanismos, como

incrementando el numero de células capaces de expresar el genotipo de los osteoblastos,
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actuando directamente sobre los osteoblastos diferenciados para la sintesis de colageno en la
matriz ésea. También puede inhibir la accién de los osteoclastos o disminuir su formacion y con
ello disminuir la resorcién ésea (Bonewald and Mundy, 1990; Mohan and Baylink, 1991; Grageda

et al., 2005).

En diversos estudios experimientales se ha observado que el tratamiento de facturas con TGF-
B, resulta en un incremento del tamafio del callo dseo y mejora en los parametros biomecanicos
(Lind et al., 1993). Las propiedades osteoinductoras del TGF-3 fueron demostradas una vez mas
en un estudio experimental de defecto éseo in vivo, en los que el factor fue aplicado sobre
matriz 0sea demineralizada (Kibblewhite et al., 1993). Adicionalmente se ha demostrado su
poder osteointegrador y de fijacién mecdnica de implantes insertados en hueso de perro adulto

(Lind, 1996).

El TGF-B1 también tiene efecto sobre el tejido cartilaginoso, ya que aumenta la sintesis de
componentes de la matriz extracelular como la fibronectina, el coldgeno tipo | y el biglicano, y
disminuye el catablomismo de esta matriz cartilaginosa (Gleizes et al., 1997). Se puede concluir
qgue el TGF-B1 es un factor de crecimiento anabdlico expresado en altos niveles en el cartilago
sano, pero se encuentra practicamente ausente en cartilago afectado por osteoartritis (Davidson

et al., 2006).

Con referencia a su uso en tenddn, resaltar que dicho factor interviene en todas las fases de Ia
cicatrizacion tendinosa promoviendo la reparacion tisular a través del estimulo de la migracion
de células extrinsecas, regulacién de la actividad de las proteasas, de la produccién de colageno
y del cese de la proliferacidn tisular (Molloy et al., 2003). Estudios experimentales in vitro han
demostrado que las tres isoformas del TGF-B incrementan de forma significativa la produccion
de colageno tipo | y tipo Il que son los mas abundantes en el tendén, ademas de incrementar la
viabilidad celular (Klein et al., 2002). En cambio, también se ha estudiado su uso a dosis
elevadas, observandose que puede llegar a producir efectos negativos sobre la reparacién del
tendodn, como fibrosis o formacion de adherencias, desencadenando por lo tanto una reduccion

de la movilidad tendinosa (Molloy et al., 2003).

El EGF es un polipéptido con peso molecular de 130 KDa en su sintesis, este peso molecular
luego desciende a 6 KDa una vez es activado y contiene 53 aminodcidos (Hoosgood, 2003). Fué
descrito por primera vez por Cohen en 1962 (Cohen, 1962) a partir de la glandula submaxilar del
ratén. Presenta una homologia de entre un 30% y un 40% en aminoacidos con el TGF-a, por lo

gue comparten actividades y caracteristicas. Ambos son agentes quimiotacticos y mitogénicos
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de los queratinocitos y los fibroblastos (Buckley et al., 1987). El EGF es producido principalmente
por las plaquetas y lo encontramos a elevadas dosis al inicio del proceso de cicatrizacion tisular.
También podemos encontrarlo en orina, saliva, y lagrimas (Hoosgood, 2003), ademas de en

liguido amniédtico y cerebroespinal (Arnas et al., 2002).

Como células diana del EGF podriamos referirnos a aquellas derivadas del ectodermo, como la
cornea, epidermis, higado, pdancreas, etc. Los receptores para EGF se han detectado en

diferentes estirpes celulares y poseen actividad tirosin-kinasa (Bennett and Schultz, 1993a).

Posee un efecto estimulante de la mitogénesis, incrementando la sintesis de ADN, ARN y de
proteinas, tanto en fibroblastos como en células endoteliales, ademds promueve Ia
neovascularizacién, la migracién de células epiteliales, el crecimiento y la diferenciacidon de

queratinocitos (Kiritsy et al., 1993).

Efecto sobre la cicatrizacion cutdnea

El EGF juega un importante papel sobre la homeostasis tisular por la influencia de la
proliferacion de células epiteliales, su crecimiento y migracién. También aporta soporte
nutricional mediante la estimulacién de la angiogénesis y, como resultado, se le considera clave
en el proceso de cicatrizacién cutdnea y regeneracion de tejidos (Girdler et al., 1995). Dicho
factor es liberado por las plaquetas durante las fases tempranas de la cicatrizaciéon de las
heridas. Estudios experimentales en animales han demostrado que el tratamiento de heridas
con EGF exdgeno acelera las fases del proceso de cicatrizacion en diferentes tipos de herida.
Promueve la cicatrizacién de estas heridas mediante la estimulacién de la migracién y division de
las células epiteliales. El estudio histolégico de las heridas que fueron tratadas con el EGF
muestra un incremento en el numero de fibroblastos, aunque el propio factor no los aumenta
por si solo directamente sino que lo hace mediante un efecto mitogénico y quimiotdctico

consiguiendo una mayor produccién de colageno (Bennett and Schultz, 1993b).

Es importante destacar el importante y vital papel que el EGF desempefa en la diferenciacidn,
proliferacién, migracion y adhesién de los queratinocitos. La aplicacion tépica del EGF
recombinante es efectiva induciendo la epitelizacion de quemaduras de grosor parcial y en
heridas superficiales en proceso de granulacidon (Enoch et al.,, 2006b). En el tratamiento de
células epiteliales cultivadas con EGF, se observd una estimulacion de la migracion de colonias
de queratinocitos, asi como de la divisién de queratinocitos y la regeneracidn in vitro y in vivo de

células epiteliales (Barrandon and Green, 1987).

Kim y colaboradores estudiaron el efecto de EGF en la formacidn de la cicatrices cutaneas en

heridas de grosor completo de ratén, concluyendo que la aplicacién local de EGF mejoraba la
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cicatrizacion cutanea y reducia la formacién de cicatriz (Kim et al., 2010), y justificando estos
efectos con los siguientes argumentos: supresion de la respuesta inflamatoria, disminucion de la
expresion de TGF-Bl y mediacidn en la sintesis de colageno. En otro estudio se trataron
guemaduras producidas por laser con EGF y observaron una mejoria significativa de la

cicatrizacion cutdnea en aquellas heridas tratadas con EGF (Lee et al., 2013).

En estudios clinicos de humana se ha demostrado una regeneracion epidérmica acelerada de
heridas de grosor parcial y de quemaduras de segundo grado tras el tratamiento de las mismas
con EGF tépico (Brown et al.,, 1989). En otro estudio, trataron heridas crdnicas que no
respondian a tratamientos conservadores con EGF de forma tdpica, y se observé una aceleracion
en la cicatrizacion de las heridas tratadas con dicho factor en 8 de 9 de los pacientes (Brown et
al., 1991). Ademas de su extendido uso en heridas cutaneas, también se emplea como terapia
para el cancer y para vacunas, basandose en las propiedades reguladoras sobre la proliferacion

celular que posee (Oldooz et al., 2013).

Efecto sobre otros tejidos
En las lesiones tendinosas el EGF juega un papel importante durante la fase temprana de la
cicatrizacion, aunque no se expresa en los tenocitos de la zona de reparacién si estad presente en

las células inflamatorias de los alrededores (Tsubone et al., 2004).

El EGF también interviene de forma positiva en la curacidon de heridas corneales, donde los
receptores de este polipéptido son expresados por muchos tipos de células como fibroblastos,
gueratocitos, células endoteliales vasculares y epiteliales. Puede sintetizarse en células
involucradas en la curacidon de heridas, incluyendo plaquetas, queratocitos y macréfagos
activados. Este mecanismo de aceleracién de la curacién del epitelio corneal ha sido registrado
en humanos, cuyos andlisis en la fase S del ciclo celular durante la reparacion indican que el
tratamiento con EGF induce una tasa elevada de replicacion epitelial, particularmente cerca de

la regién limbar, en el intervalo de 12 a 24 horas después de las heridas (Kitazawa et al., 1990).

Con referencia a su uso un traumatologia, el EGF aumenta la proliferacién de osteoblastos,
aunque inhibe la sintesis de matriz osteoide (Arnas et al., 2002). A nivel de los condrocitos, se ha
observado que aumenta la sintesis de ADN in vitro de forma edad-dependiente (Ribault et al.,

1997).

La familia de los EGF se compone de un gran nimero de proteinas que van desde el FGF-I

hasta FGF-23, y también son conocidos como los “factores de crecimiento ligados a la heparina”
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(Olsen et al., 2003). Encontramos dos tipos de FGF: el FGF-1 o aFGF (acido) y el FGF-2 o bFGF
(basico), ambos tienen una homologia entre amino acidos del 50%, ademds se encuentran los
dos en la matriz extracelular, unidos generalmente a heparina lo que les protege de la
degradacién enzimatica (Hoosgood, 2003). Sus nombres hacen referencia a sus diferentes
puntos isoeléctricos, con un pH de 5,6 para el aFGF y un pH de 9,6 para el bFGF. Tanto un factor
como el otro poseen un peso molecular que oscila alrededor de los 17KDa. Los FGF’S han sido
aislados de diversas sutancias como el suero sanguineo y de diversos tejidos como la hipéfisis,
cerebro, retina, ovario, hueso y corteza adrenal (Canalis, 1992; Bennett and Schultz, 1993a; Lind,

1996).

Las células del endotelio vascular, los macréfagos y las plaguetas son las principales fuentes
de bFGF (Kiritsy et al., 1993). En general, el EGF es producido por fibroblastos, células
endoteliales, células musculares lisas y condrocitos. Dicho factor posee un potente efecto
mitogéncio por las células mesenquimales (como los fibroblastos, condrocitos y mioblastos) y
por las células de origen neuroectodérmico. También son potentes mitdégenos para las células
endoteliales, la angiogénesis y pueden estimular a los queratinocitos (Nimni, 1997). Fueron
aislados por primera vez en los afios 70 a partir de extractos de cerebro bovino, basandose en su
caracter mitogénico y angiogénico. Son producidos en algin momento durante el desarrollo de
tejidos tales como epitelial, muscular, conectivo y nervioso. Debido a que los FGFs han perdido
la secuencia del péptido sefial, el cual determina en otros factores de crecimiento su secrecion
extracelular via reticulo endoplasmico rugoso/aparato de Golgi, se ha sugerido que su liberacién
fuera de la célula puede darse siguiendo una ruta exocitica independiente (Mignatti and Rifkin,

1991).

Se han aislado un minimo de cuatro receptores diferentes para el FGF, y son los siguientes:

FGFR1, FGFR2, FGFR3 y FGFR4 (Bennett and Schultz, 1993a).

Tanto la forma acida como la basica de FGF poseen un marcado efecto mitogénico sobre
células de origen mesodérmico y neuroectodérmico, siendo la bFGF mds potente que la aFGF
(Canalis et al., 1991; Lind, 1996). La forma basica del FGF es un factor de crecimiento
multifuncional que ejerce una profunda influencia en la fisiologia de la cicatrizacién de los
tejidos. Su modo de accién incluye la modulacion de poblaciones de células madre, asi como de
la expresidn de genes especificos que codifican para las proteinas de la ECM, receptores
celulares, proteasas de MEC e inhibidores de las mismas (Gospodarowicz et al., 1987). El FGF-2
se degrada rapidamente cuando se inyecta o es ingerido, llegdndose a perder hasta un 99% de
su actividad mitogénica en poco tiempo. A pesar de su gran potencia angiogénica y mitogénica
(Edelman et al., 1991).
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Efecto sobre la cicatrizacion cutdnea

Tanto el aFGF como el bFGF contribuyen en reepitelizacion, angiogénesis y formacién de
tejido de granulacion (Werner and Grose, 2003). Adicionalmente a su intervencién directa en el
proceso de cicatrizacion cutanea, el FGF-7 y el 10 también estimulan la produccion de TGF-a
gracias a los queratinocitos y, por lo tanto, indirectamente apoyan y refuerzan el proceso de

epitelizacion (Niu et al., 2007)

Estudios en animales han demostrado la eficacia del FGF-2 exdgeno al favorecer la
cicatrizacion de las heridas, lo que ha llevado también a su utilizacién clinica. En éste caso ha
sido empleado en heridas quirdrgicas cotidianas, para el tratamiento de ulceras (de piel y
digestivas) y quemaduras en pacientes diabéticos, cuya velocidad de cicatrizacion se ve reducida
a la mitad (Gospodarowicz et al., 1987) En un modelo experimental de porcino de herida
cutanea de espesor parcial, la administracién exégeno de bFGF, desencadend una aceleracidn de

la reepitelizacion cutanea (Hebda et al., 1990).

Se ha demostrado que existe un expresidon anormal de FGF-1, -2, y -7 en heridas de animales
diabéticos con elevada edad (Komi-Kuramochi et al., 2005). Sin embargo, tras la aplicacion de
FGF en heridas cutaneas experimentales se observa una mejoria significativa del proceso de
cicatrizacion de la misma, ademas de una aceleracidn del proceso en ratas diabéticas (Bing et al.,
2007). Otro estudio demostré que el bFGF regula la sintesis y degradacidon de la matriz
extracelular a través de la regulacion de la distribucién del colageno, de las fibras alpha del
musculo liso y de la expresidon de TGF-B1. Ademas, tras su aplicacidn se produjo una reduccién
en la formacion de cicatriz y una induccién del proceso de cicatrizacién gracias a la inhibicidon de
TGF-B1. Como resultado de este estudio se ha sugerido que el uso de bFGF afecta de forma

positiva la formacidn de cicatrices hipertrdéficas tanto in vitro como in vivo (Shi et al., 2013).

El FGF junto con el VEGF estan activos durante la fase de proliferacion. El FGF promueve la
proliferacién de fibroblastos y la acumulacion de colageno, ademas de acelerar la formacién de
tejido de granulacion. También se ha visto en estudios de experimentales que FGF acelera la
regeneracién epitelial junto con la formacién de tejido de granulacién en heridas isquémicas

inducidas en modelos animales (Enoch et al., 2006b).

En medicina humana también se han desarrollado estudios clinicos, en los cuales se vié que al
aplicar FGF-1 y FGF-2 en el tratamiento de quemaduras producia una mejoria en el proceso de
cicatrizacion (Barrientos et al., 2008). Este dato se corobord en otro estudio donde el uso de
FGF-1 recombinante en quemaduras de espesor parcial en humanos, también acelerd proceso

de cicatrizacidn cutanea (Ma et al., 2007).
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Efecto sobre otros tejidos

Durante la reparacién tendinosa, el bFGF produce una proliferacién de los fibroblastos del
tenddn. Durante las primeras 8 semanas tras el dafio tendinoso, el bFGF se encuentra
incrementado, en mayores concentraciones en los tenocitos del epitendén y en las células
inflamatorias y fibroblastos de la vaina tendinosa. Tras una lesidn este factor esta implicado en la
respuesta proliferativa y angiogénica del tendén asi como en la sintesis de colageno (Hsu and

Chang, 2004). En un modelo experimental de dafio tendinoso en rata se mostré que la aplicacidn

de bFGF provocaba un incremento en la proliferacién celular y en la sintesis de colageno tipo lll

(Chan et al., 2000).

En el campo de la traumatologia, se han realizado estudios sobre hueso y cartilago. En el caso
de la aplicacién de bFGF sobre huesos fracturados, se ha visto que actua sobre los osteoblastos,
ejerce un efecto proliferativo sobre ellos, por lo que incrementan la formacién de hueso a través
de un aumento de células con capacidad osteogénica. En un modelo experimental de fracturas
O6seas en ratas, la cicatrizaciéon del hueso se vié acelerada tras la administracion de bFGF,
consiguiendo un incremento en la produccion de callo dseo y de contenido mineral del hueso
(Lind, 1996). El uso de bFGF en cartilago promueve la diferenciacién y proliferacién de los

condrocitos tanto en estudios in vivo como in vitro (Gaissmaier et al., 2008).

Este factor se ha empleado en otros campos, como a nivel gastrointestinal, donde se ha visto
qgue acelera la cicatrizacidon en ulceras duodenales (Szabo et al., 1994) y, en cardiologia, para

mejorar la circulacidn colateral y funcién miocardica tras un infarto (Hughes et al., 2004) .

El KGF estd muy relacionado con el FGF, ya que comparten cierta homologia en su secuencia
de aminoacidos, tiene un peso molecular de 28 KDa y presenta un efecto mitogénico muy
especifico por los queratinocitos. Es producido por las células mesenquimales, principalmente
por los fibroblastos, pero también por las células endoteliales y células musculares lisas. La
expresion del KFG no se ha visto en las células epiteliales, aunque estas si expresan el receptor
FGFR2 que es el Unico receptor que posee una elevada afinidad por el KFG, por ello, podriamos

concluir con que el KFG actia mayoritariamente de forma paracrina (Werner, 1998).

Este factor de crecimiento como ya hemos comentado, tiene un potente efecto mitogénico en
los queratinocitos, pudiendo también estimular la proliferacion y diferenciacion de células
progenitoras tempranas en el foliculo piloso y en las glandulas sebaceas (Pierce et al., 1994).
Ademas del efecto antigénico, ejerce una estimulacion sobre la migracién de los queratinocitos a
través del incremento de la actividad del activador de plasminégeno y la expresién de
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metaloproteinasas de matriz que disocian las células de la matriz extracelular (Putnins et al.,

1995).

Efecto sobre la cicatrizacion cutdnea

El KFG induce la proliferacion y migracién de los queratinocitos durante el proceso de
cicatrizacion cutdnea, principalmente sobre la fase de remodelacién. El KFG-2 recombinante
humano induce la proliferacion de células epiteliales y se ha demostrado que favorece la

cicatrizacion de ulceras de origen venoso en pacientes diabéticos (Enoch et al., 2006b).

Efecto sobre otros tejidos

Se ha comprobado a través de estudios experimentales que dicho factor previene la caida de
pelo, y por lo tanto es de gran ayuda en el tratamiento del cdncer ya que previene la caida del
pelo durante la quimioterapia o radioterapia recibida por el paciente. Adicionalemente estimula

el crecimiento del foliculo piloso (Jang, 2005; Braun et al., 2006).

Los factores de crecimiento similares a la insulina también son llamados somatomedinas,
estan compuestos de proteinas con una homologia del 50% en sus aminoacidos. Tienen una
actividad similar a la de la insulina o actian como factores pro-insulinicos. Encontramos dos
tipos, el factor de crecimiento insulinico tipo 1 (IGF-1) y el factor de crecimiento insulinico tipo 2
(IGF-2). El IGF-1 es idéntico a la somatomedina C, mientras que el IGF-2 es idéntico a la
somatomedina (Steed, 1998). El IGF-1 se encuentra en el corazén, higado, pulmdn , pancreas,
cerebro y musculo, mientras que el IGF-2 se encuentra principalmente durante el desarrollo
embrionario, donde juega un papel vital en el desarrollo del embridon (Hoosgood, 2003). En la
mayoria de las especies animales, el IGF-1 es mas comun, mientras que en humana, es el tipo Il
el que aparece en mayor concentracién. Sin embargo, se ha referenciado como el tipo | tiene un

efecto tres veces mayor sobre determinados tejidos (Grageda, 2004).

Una vez sintetizado el IGF se libera al torrente sanguineo, y es capturado por las plaguetas
mediante un mecanismo de endocitosis, para posteriormente ser almacenado por los granulos
alfa de las plaquetas (Duan, 2002). El IGF-I o somatomedina C fue aislado por primera vez de
suero humano en 1976. Es un polipéptido de 70 aminoacidos con un peso molecular de 7,6 kDa

(Shavlakadze et al., 2005).

El IGF-1 desencadena la proliferacidn, diferenciacién e hipertrofia de multiples lineas
celulares, en particular, del masculo esquelético (Philippou et al., 2007). Aproximadamente el

5% del IGF-1 circula libre en suero. La mayor parte del IGF-1 en suero (95%) circula ligado a

Deborah Chicharro Alcantara 68



Revision Bibliografica

proteinas de unién de IGF especificas, de las que se conocen 6 clases (IGFBP 1-6), siendo la
principal proteina de unién del IGF-1, la BP3 (Holt and Sonksen, 2008). La vida media del IGF-1
libre es de escasos minutos, mientras que la vida media del complejo IGF-1/IGFBP-3 es de 12-15
horas (Guler et al., 1989). Cuando se administra IGF-1 via subcutanea, la maxima concentracion

se alcanza a las 7 horas y la vida media es de unas 20 horas (Grahnen et al., 1993).

Los principales tejidos diana afectados por el IGF-1, en combinacién con la hormona de
crecimiento, son: musculos, cartilagos, huesos, nervios, piel, higado, rifiones y pulmones (Trejo

et al., 2007).

Con referencia a sus efectos bioldgicos, cabe destacar que a corto plazo provoca hipoglucemia
y un aumento en la filtracion glomerular y, a alargo plazo, incrementa la sintesis de proteinas y
de ARN, coopera con el PDGF para aumentar la sintesis de ADN por parte de las células,
disminuye la degradacién de proteinas, disminuye la lipdlisis pero aumenta la lipogénesis, y

incrementa la proliferacion y diferenciacidn celular (Langford and Miell, 1993).

Las IGF'S son proteinas anabdlicas con una amplia variedad de funciones, entre ellas
destacaremos la replicacion celular, la sintesis de glucdgeno, proteinas y glicosaminoglicanos, y

el transporte de glucosa y de aminoacidos a través de la membrana celular (Kiritsy et al., 1993).

Adicionalemente se trata de un potente agente quimiotacticompara las células del endotelio
vascular. El IGF-1 liberado por las plaguetas o bien producido por los fibroblastos, estimula la
migracion de las células del endotelio vascular hacia la zona del dafio tisular, consiguiendo

aumentar la tasa de neovascularizacion en la zona del dafio (Bennett and Schultz, 1993a).

Efecto sobre la cicatrizacion cutdnea

El IGF interviene de forma activa en el proceso de curacién de heridas cutaneas,
particularmente sobre las fases de inflamacion y proliferacion (Gartner et al.,, 1992). Los
fibroblastos existentes en la zona de la herida sintetizan IGF-1, dicho factor ejerce un efecto
autocrino sobre ellos mismos. Tanto la IGF-1 como la IGF-2 actian de manera sinérgica con
PDGF, incrementando el proceso de cicatrizacion cutanea (Kiritsy et al., 1993). La aplicacion
tépica de IGF-1 en modelo de herida de grosor parcial experimental en porcino produjo efectos
minimos sobre la cicatrizacidn de la herida, sin embargo, la combinacién con PDGF-BB se tradujo
en un incremento significativo en la cicatrizacion cutdnea (Lynch et al., 1989). Ademas, se han

hallado niveles de IGF-1 bajos en heridas crénicas de pacientes diabéticos (Yu et al., 2007).

Existen diversos estudios que muestran como el tratamiento sobre heridas de IGF-1 exdgeno
acelera el proceso de cicatrizacion cutanea en ratas diabéticas, ratas sanas y conejos (Tsuboi et
al., 1995; Brown et al., 1997; Yu et al., 2007). En otro estudio in vivo, se observé una mejora en
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el proceso de cicatrizacién de heridas tratadas con IGF-2 y PDGF en ratas diabéticas, una vez mas
con un efecto sinérgico entre ambos factores (Greenhalgh et al., 1993). Como resultado de todas
estas publicaciones podemos pensar que el IGF posee un efecto mas fuerte cuando se usa en

combinacion con otros factores de crecimiento que cuando se aplica individualmente.

Efecto sobre otros tejidos

El tratamiento con IGF-1, favorece el crecimiento éseo, la masa muscular y el peso de las
visceras (bazo, corazdn, higado, rifién, testiculos), aumenta el peso corporal, sin producir
cambios en la grasa corporal, disminuye los niveles de glucosa en sangre, aumenta la sintesis de

proteinas y disminuye los niveles séricos de acidos grasos libres (Dercole, 1991).

Durante la reparacidon tendinosa, su papel primario es el de estimular la proliferacién vy
migracion de fibroblastos y de otras células al lugar de la lesidn, y asi incrementar la produccion
de coldgeno y otras proteinas de la matriz extracelular durante la fase de remodelacién (Molloy
et al., 2003). En un estudio experimental en el que se aplicd IGF-1 de forma perilesional en un
modelo experimental de rotura de tenddn de Aquiles, se observé una reduccion del déficit
funcional y se acelerd la recuperaciéon funcional del tenddn lesionado, sin afectar las
propiedades biomecanicas de mismo, éstos mismos autores propusieron que el IGF-1 posee

cierto efecto antiinflamatorio a nivel del area de la cicatrizacion tendinosa (Kurtz et al., 1999).

La hormona de crecimiento (GH) es responsable del control del crecimiento longitudinal del
hueso mediante el estimulo de la produccion de IGF por parte de los condrocitos,
posteriormente el IGF regula el crecimiento y el metabolismo condroblastico (Lind, 1996). El IGF-
1 favorece la sintesis de proteoglicanos y de coldgeno tipo Il, al mismo tiempo inhibe la

destruccién de la matriz extracelular (Verschure et al., 1996).

Se trata de un factor de crecimiento mitogénico, rico en cisteina, que se une a la heparina y es
sintetizado por fibroblastos tras su activacién con TGF-B. El CTGF tiene una funcién importante
durante la embriogénesis, pero en el animal adulto es un mediador de la actividad del TGF-f3 en
las células del tejido conectivo y, por lo tanto, es un estimulador indirecto de la proliferacion

celular y de la acumulacion de matriz extracelular (Hoosgood, 2003).

Posee propiedades quimiotacticas y mitogénicas para diversas células de tejido conectivo

(Pavletic M, 2010a).
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Efecto sobre la cicatrizacion cutdnea
El factor de crecimiento del tejido conectivo es un miembro mas de una familia de proteinas
que, junto con el cysteine-rich 61, actlan en el proceso de reparacion de las heridas (Torrecillas
Ramos, 2013). Su funcidn es la estimulacidn y proliferacién de fibroblastos y el aumento de la
qguimiotaxis (Bradham et al., 1991). Ademads es un importante inductor de la matriz extracelular,
aumentando el coldgeno tipo y la la fibronectina, y actia como mediador del TGF-f1 en el

proceso de cicatrizacién (Kothapalli et al., 1997).

Por otro lado, dicho factor también promueve la angiogénesis y por lo tanto el aporte de
nuevos vasos sanguineos a la zona dafada, ademas de la fibrosis y la adhesidn plaquetaria (De La

Mata, 2013).

Efecto sobre otros tejidos

El CTGF ha sido considerado como un mediador de las respuestas fibréticas inducidas por
otros factores como el TGF-B, aunque estudios mds recientes sugieren que el CTGF podria tener
también un importante rol en la activacion de la respuesta inflamatoria. A nivel cardiovascular se
ha descrito un aumento en la expresién tisular del mismo en diversas patologias, incluidas la
arteriosclerosis o la fibrosis cardiaca (Rodrigues Diez, 2015). Dicho factor de crecimiento también
participa en el inicio y progresion del dafio renal al ser capaz de inducir una respuesta
inflamatoria y promover la fibrosis, sefialdndole como una posible diana terapeutica en el

tratamiento de las patologias renales (Sanchez-Lopez et al., 2009).

En el caso de los problemas articulares, destacar que también promueve la regeneracion

condral (De La Mata, 2013).

El VEGF es una molécula grande, de elevado peso molecular (oscila entre 34 y 42 KDa) y esta
unida a la heparina, entre la que existen diversas formas (Klagsbrun and D'Amore, 1996). Se aisld
en los afos 70 identificAndose como mediador de la permeabilidad vascular. Actia sobre
receptores tirosina quinasa situados en las células endoteliales, teniendo un efecto mitégeno y
quimiotdctico sobre éstas (Southwood et al.,, 2004). Cuando fue descubierto se le llamé
“vascular permeability factor”, se trataba de una sustancia secretada por células tumorales que
incrementaba la permeabilidad vascular y clinicamente desencadenaba el acimulo de liquido

ascitico (Senger et al., 1983).

El VEGF presenta una homologia del 24% en sus aminodcidos con el PDGF-f. Su forma activa

estd compuesta por 2 subunidades idénticas. La unidn a su receptor estd mediada por el
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homodimero a través de la union del nicleo de la proteina; la modulacién de la actividad del
VEGF estd dada por la unidn a heparina, que resulta en una mayor eficiencia de la actividad de

quinasa en la superficie celular (Goodsell, 2003).

Se conoce al VEGF vy sus receptores como el principal regulador de las células endoteliales
vasculares y de la formacién de vasos sanguineos (Ferrara, 2002). La sintesis de dicho factor no
solo se lleva acabo a través de las células neoplasicas, sino que numerosos tipos celulares lo
sintetizan, como las plaquetas, los neutréfilos, las células del endotelio vascular, los

queratinocitos, tenocitos y astrocitos (Hsu and Chang, 2004).

Con referencia a las funciones bioldgicas del VEGF cabe destacar su participacién en los
procesos normales de la angiogénesis, ademas de en los estados patolégicos como el

crecimiento celular (Kim et al., 1993).

Tras la lesién tisular, el VEGF libera enzimas como la colagenasa, que ayudan a romper la
membrana vascular, también se induce la expresién de alpha integrinas que son fundamentales
en los procesos de neovascularizacién y se acaba desencadenando una vasodilataciéon y un
aumento de la permeabilidad vascular, seguida de una migracién de células endoteliales junto

con monocitos (Hsu and Chang, 2004).

El presente factor de crecimiento desempefa un papel fundamental en la fase de migracién y
proliferacién celular, se trata de el factor mas activo durante la fase inflamatoria, siendo
determinante en las fases proliferativas y de remodelado, donde actia estimulando la

angiogénesis (Molloy et al., 2003).

Efecto sobre la cicatrizacion cutdnea
El VEGF ejerce un efecto paracrino sobre las células endoteliales, induciendo y apoyando a la
vez la angiogénesis en el lugar de la herida, siendo responsable del inicio de los procesos de

angiogénesis en el tejido de granulacidon (Werner and Grose, 2003; Hsu and Chang, 2004).

A través de su administracion tdpica en heridas, ha demostrado que mejora la cicatrizacién en
heridas isquémicas (Corral et al., 1999). En un estudio en ratas diabéticas, su aplicacién tdpica
aceleré la cicatrizacion de las heridas, incrementando la epitelizacién, la angiogénesis, la
deposicién de tejido de granulacidn y la formacién minima de cicatriz (Galiano et al., 2004). En
otro estudio se inhibid la angiogénesis mediante el uso de una endostatina en un modelo de
herida cutanea realizada con laser, y tras el tratamiento a nivel tépico de las heridas con VEGF,
éste efecto se revirti6 completamente, confirmando asi la fuerte capacidad angiogénica del

presente factor de crecimiento (Delgado et al., 2005).
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El uso tépico de VEGF recombinante humano en pacientes diabéticos con ulceras crénicas en
pie, obtuvo resultados positivos, con una buena tolerancia y una cicatrizacién temprana de

dichas ulceras (Hanft et al., 2008).

El VEGF juega un papel importante y esta activo durante la fase de proliferacion, jugando un
papel crucial en la angiogénesis. Su uso por transferencia genética intramuscular ha mostrado
una mejoria en la circulacién colateral en pacientes con enfermedad vascular periférica, dando

lugar a la cicatrizacién de Ulceras isquémicas (Enoch et al., 2006b).

En pacientes diabéticos el proceso de cicatrizaciéon de una herida se ve afectado por una serie
de acontecimientos: se produce un retraso en la funcion celular inflamatoria, una sintesis
disminuida de citoquinas y factores de crecimiento y una fase inflamatoria prolongada (Wetzler
et al., 2000) y de aqui la importancia en el desarrollo de nuevos abordajes para el tratamiento de
estos tipos de herida. En heridas experimentales de espesor completo en ratas diabéticas se
empled VEGF-C, y se observd un estimulo en la angiogénesis y linfagiogénesis, ademds de una
aceleracién significativa del proceso de ciatrizacién en las heridas tratadas con el factor en
comparacion a las heridas placebo. VEGF también reclutaba células inflamatorias (Saaristo et al.,
2006). Adicionalmente a su efecto angiogénico, también se ha demostrado la capacidad del

VEGF de estimular la proliferacion de queratinocitos (Wilgus et al., 2005).

El VEGF-A es el factor vascular mas potente y especifico y un regulador clave en los procesos

de remodelacién angiogénica tanto fisioldgicos como patoldgicos (Ferrara et al., 2003).

Efecto sobre otros tejidos

El tenddn de Aquiles posee niveles de VEGF prdacticamente inapreciables, en cambio sus
niveles incrementan tras la ruptura del mismo (Pufe et al., 2001), esto se traduce en que existe
un crecimiento vascular bien definido desde los vasos sanguineos de la periferia del tenddn
hasta el foco de la lesion. La presente neovascularizacidon proviene de la superficie del epitendén
y proporcionan nutrientes, células extrinsecas y factores de crecimiento al drea de la lesién
(Molloy et al., 2003). EI VEGF promueve la cicatrizacidon tendinosa mediante la aceleracion de la

angiogénesis (Hsu and Chang, 2004).

Ademas dicho factor de crecimiento mantiene la formacién de hueso subcondral en el
cartilago de la placa de crecimiento (Gaissmaier et al., 2008). Juega un importante papel en la
formacidn de hueso endocondral y como resultado, su ausencia se relaciona con defectos en el

crecimiento esquelético (Nimni, 1997).
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El TNF originalmente se defini6 como una causa de necrosis tumoral. Desempefia sus
funciones sobre la angiogénesis, inflamacidn y fibrosis. Encontramos dos tipos TNF-a y TNF-B. El
TNF-a es secretado por los monocitos y los macréfagos y promueve la quimiotaxis y la
proliferacién de células endoteliales. Parece ser que este factor tiene un efecto distinto
dependiendo de donde es secretado. Cuando se libera a nivel intravascular promueve la
coagulacién, la hemorragia y la necrosis temporal, sin embargo, cuando es secretado en el
exterior del vaso sanguineo desencadena la migracién de células endoteliales y la formacién de
nuevos capilares (Folkman and Klagsbrun, 1987). Tanto el TNF-a como el TNF-B poseen un
efecto sobre la remodelacidon del coldgeno, mediante la estimulacion de la produccion de

colagenasa (Seyer and Ragho, 1992).

Efecto sobre la cicatrizacion cutdnea

El TNF-a y el TNF-B que derivan de los macrdfagos, monocitos, mastocitos y linfocito T,
activan los macréfagos, estimulan la angiogénesis y la mitosis de los fibroblastos, pero también
tienen efectos regulatorios sobre otras citoquinas. Ademads, juega un papel vital en el
remodelado del colageno mediante el estimulo de la produccién de colagenasa (Pavletic M,

2010a).

Efecto sobre otros tejidos

El TNF-a juega un papel importante en el campo de la traumatologia, ya que estimula la
reabsorcion dsea y la replicacion de células del hueso. Las células que se replican son capaces de
sintetizar colageno, lo que indica que el TNF- a afecta a las células del linaje osteoblastico

(Canalis et al., 1988).

Son glicoproteinas especificas responsables de la diferenciacién de células hematopoyéticas,
de células madre a células progenitoras y por ultimo, también son responsables de Ia
maduracién de los granulocitos, monocitos, macréfagos y linfocitos. Adicionalmente, modulan el
efecto de las células inflamatorias y, por lo tanto, van a jugar un papel importante en el proceso
de reparacidon cutanea. Se han identificado cuatro tipos de CSF, factor de crecimiento
estimulador de granulocitos, factor de crecimiento estimulador de macréfagos, factor de
crecimiento estimulador de macréfagos-granulocitos y factor de crecimiento estimulador de

colonias multilinaje (Metcalf, 1985).

Deborah Chicharro Alcantara 74



Revision Bibliografica

Los monocitos sintetizan el CSF de granulocitos, de macroéfagos y granulocitos, pudiendo llevar
a cabo una funcién autocrina o paracrina. El CSF de granulocitos induce la proliferacion de
células madre y la diferenciacion de células madre en neutréfilos. EI CSF de monocitos tiene
funciones similares, pero ademas, incrementa la produccién de macréfagos, prostaglandina E
(PGE), interleuquina 1 (IL-1) y TNF. EI CSF de granulocitos-macréfagos promueve la formacién de

neutrdfilos, eosindfilos y progenitores de eritrocitos (Metcalf, 1985).

Efecto sobre la cicatrizacion cutdnea

El CSF de granulocitos (CSF-G) promueve la fase inflamatoria, induce la diferenciacién y la
sintesis de neutrdfilos desde la médula dsea, promueve la funcién de los neutrdfilos y los
macrdéfagos y la proliferacion de los queratinocitos. CSF-G recombinante humano inyectado de
forma subcutdnea ha demostrado estimular la cicatrizaciéon de heridas infectadas en pacientes
diabéticos con ulceras en los pies. Ademas CSF de granulocitos y macrofagos (CSF-GM) secretado
por los queratinocitos poco después de la lesidon, estimula la proliferacion de células epidermales
de forma autocrina. El uso tdpico de CSF-GM recombinante humano es efectivo en el
tratamiento de Ulceras venosas en piernas, ya que estimula la proliferacion de células

epidérmicas (Enoch et al., 2006b).

Efecto sobre otros tejidos

Son diversas sus aplicaciones clinicas en el dmbito de la medicina. Se utiliza para el
tratamiento y prevencién de la toxicidad hematolégica de la quimioterapia. Tanto el factor de
colonias estimulador de colonias de granulocitos como el de macréfagos actian directamente
sobre los progenitores hematopoyéticos estimulando la sintesis de células polimorfonucleares,

monocitos y eosindfilos (Balaguer and Berrocal, 1999).

Pertenece a la familia de las neurotrofinas y destaca por su capacidad para regular el
crecimiento y la diferenciacidn del tejido nervioso durante el desarrollo embrionario (Nico et al.,
2008). Este factor de crecimiento esta formado por tres subunidades (alpha, beta y gamma),

encontrando la bioactividad del NGF en la subunidad beta (Nimni, 1997).

Ademads de ejercer sus efectos sobre las células nerviosas, el NGF también posee efectos
sobre otros tipos celulares, como las células inflamatorias (neutrdfilos y macréfagos) o
fibroblastos y células endoteliales, todas éstas células son importantes en el proceso de

reparacion tisular (Kawamoto and Matsuda, 2004). Estimula la migracidn y la proliferacion de las
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células endoteliales, remodela la matriz extracelular y promueve la maduracién de las vasos

neoformados, con lo que juega un papel crucial en el proceso de angiogénesis (Nico et al., 2008).

Efecto sobre la cicatrizacion cutdnea

El NGF en la piel es sintetizado por diversas células como los fibroblastos, los queratinocitos y
los mastocitos. El uso tépico de NGF sobre heridas acelera la cicatrizacién, tanto en animales
diabéticos como en animales sanos. Esta aceleracidn se consigue mediante la modulacién de las
fases de la inflamacion, de migracién, reepitelizacién, granulacidn, angiogénesis y remodelacion

tisular (Kawamoto and Matsuda, 2004).

Efecto sobre otros tejidos
En el cartilago, el NGF aumenta la sintesis de glucosaminoglicanos. Respecto a su efecto en
hueso, en un estudio experimental se demostrd que existia un incremento de dicho factor

durante el proceso de cicatrizacién dsea tras fracturas de hueso (Kawamura and Urist, 1988).

El HGF es secretado por diversas células mesenquimales y se conoce por su capacidad de
regular el crecimiento celular, la motilidad y la morfogénesis en diversos tipos celulares,
incluyendo las células epiteliales y endoteliales, con lo que contribuye de forma activa en la
reparacion epitelial y en la neovascularizacion (Matsumoto and Nakamura, 1997; Conway et al.,

2006).

Este péptido posee un intenso efecto angiogénico ya que incrementa la expresién de VEGF.
Tanto el HGF como el VEGF muestran una accidn sinérgica sobre las células endoteliales, se trata
de una respuesta mas acentuada que con cualquiera de los dos factores de crecimiento por

separado (Anitua et al., 2005).

Efecto sobre la cicatrizacion cutdnea

Existen pocos estudios in vivo sobre la aplicacién de HGF en piel. Un estudio experimental en
ratas demostrd que cuando se neutralizaba el efecto del HGF en heridas de espesor completo, la
cantidad de capilares y la expansion del tejido de granulacion decrecia, produciendo un retraso
de la cicatrizacion de dichas heridas (Yoshida et al., 2003), con lo que se puede concluir que el
HGF es un factor clave para la cicatrizacidon de heridas ya que promueve la neovascularizacion, la

formacion de tejido de granulacidn y la reepitelizacion.
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Efecto sobre otros tejidos
El HGF es un factor de crecimiento que demuestra capacidad y habilidad para promover la
reparacion del tejido y la regeneracién de varios drganos tras un dafio, por tanto posee un

potencial clinico importante para el tratamiento de varias enfermedades (Madonna et al., 2012).
La tabla 8 muestra los tipos de factores de crecimiento que encontramos en cada una de las
fases del proceso de cicatrizacién cutanea.

Tabla 8. Intervencion de los distintos factores de crecimiento en funcion de la fase del
proceso de cicatrizacion cutanea.

Fase Inflamatoria G-CSF, TGF-B1, TGF-B2
Fase de Proliferacion PDGF, FGF, VEGF
Epitelizacion EGF, KGF, GM-CSF
Fase de Remodelacién TGF-B3

PDGF (Factor de crecimiento derivado de las plaquetas), TGF-B (Factor de crecimiento transformante B), EGF (Factor de
crecimiento epidérmico), FGF (Factor de crecimiento fibrobldstico), KGF (Factor de crecimiento queratinocitico), IGF-1 (Factor
de crecimiento insulinico tipo 1), CTGF (Factor de crecimiento de tejido conectivo), VEGF (Factor de crecimiento del endotelio
vascular), TNF (Factor de necrosis tumoral), CSF (Factor de crecimiento estimulador de colonias), NGF (Factor de crecimiento

nervioso), HGF (Factor de Crecimiento Hepatocitico).

Posibles riesgos asociados al uso de factores de crecimiento

Se ha demostrado que el uso de los factores de crecimiento recombinantes en heridas
crénicas los somete a una degradacion enzimatica rapida. Los factores de crecimiento que son
aplicados de forma exdgena sobre las heridas presentan una baja biodisponibilidad y
bioactividad porque normalmente las heridas son bastante grandes y penetran lentamente al
tejido adyacente. Son necesarias administraciones repetidas de concentraciones elevadas no
fisioldgicas para promover la cicatrizacion, sin embargo, una concentracidn excesiva de factores
de crecimiento puede dar lugar a una toxicidad local, generando diversos efectos adversos
(Andree et al., 1994; Chen et al., 2010; Bodnar, 2013), llegando a incluso incrementar el riesgo

de cancer (Vasquez et al., 2004).
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Plasma Rico en Factores de Crecimiento (PRGF) — Plasma Rico en Plaquetas

(PRP)

Introduccion

El Plasma Rico en Plaquetas (PRP) es una fuente autéloga de diversos factores de crecimiento
y sustancias, sobretodo del PDGF y del TGF-B. También se puede definir como el volumen de
plasma autdlogo que queda de la concentracion de plaquetas, por encima de la fase blanca
(Grageda, 2004). La concentracién de plaquetas en el PRP es generalmente de dos a cuatro
veces superior a la concentracion de plaquetas en plasma normal (Fortier and Smith, 2008). Las
plaguetas contenidas en esta fraccién de plasma pueden ser activadas artificialmente para que
liberen el contenido interior de sus granulos, dénde se encuentran diversos factores de

crecimiento. El PRP contiene un pH que oscila entre 6,5y 6,7 (Marx et al., 1998; Anitua, 1999).

A principios de los afios 90, comenzaron a desarrollarse los preparados plasmaticos
enriquecidos en plaquetas, aplicAndose por primera vez en cirugias cardiacas (Ferrari et al.,

1987), seguido de su uso en cirugia bucal (Whitman et al., 1997). Desde entonces, se comenzo a
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emplear en diversos campos, como las Ulceras cutdneas, cirugia plastica, neurocirugia, cirugia
vascular, oftalmologia, cirugia maxilofacial y traumatologia, entre otras disciplinas (Floryan and

Berghoff, 2004; Sampson et al., 2008).

Ademas de los factores de crecimiento, el PRP contiene proteinas en suspension que juegan
un papel importante en el proceso de reparacidén/regeneracion tisular, entre las que destacan el
fibrindgeno, la fibronectina y la vitronectina, las cuales ayudan a la adhesion de células y de

otras moléculas utiles para la conduccién celular (Okuda et al., 2003; Kawase et al., 2005).

Nomenclatura de PRP vs PRGF

En los ultimos afios ha surgido una enorme controversia con respecto a la nomenclatura y
definicidn del PRP (Marx, 2001; Everts et al., 2008; Anitua et al., 2009). De acuerdo con Anitua y
colaboradores (2008), el término “Plasma Rico en Plaquetas” es un término vago y poco preciso
(Anitua et al.,, 2008). Dentro de éste término se engloban un gran nimero de preparados
sanguineos autdlogos que difieren en el protocolo de procesado y preparado y, por tanto, en las
caracteristicas cuantitativas y cualitativas del preparado y procesado del PRP (concentracion
plaquetaria, tipo de anticoagulante empleado, numero de centrifugaciones y velocidad de las
mismas, tipo de activador plaquetario empleado, presencia o ausencia de leucocitos) (Anitua et

al., 2009).

El término Plasma Rico en Factores de crecimiento o en inglés, Plasma Rich in Growth Factors
(PRGF), fué acufiado por Anitua y sus colaboradores en 2007, y hace referencia a un producto
completamente autdlogo y biocompatible, elaborado a partir de la sangre del paciente tras una
Unica centrifugacion y mediante el empleo de citrato sédico como anticoagulante y cloruro
calcico como activador plaquetario. EIl PRGF es un tipo de PRP que presenta una concentraciéon
moderada de plaquetas (de 2 a 3 veces por encima de niveles basales), y se caracteriza por no

contener células de la serie blanca ni eritrocitos (Anitua et al., 2007).

El PRGF System®, se comercializa por BTl system, es un medicamento que esta autorizado para
su uso en Europa y su aplicacion en diversas especialidades médicas cumpliendo con la misma.
En USA se comercializa con la denominacion ENDORET, la tecnologia PRGF -Endoret” es pionera
en el desarrollo de protocolos especificos para la regeneracidn tisular y la primera técnica 100%
autologa del mercado. Dicha técnica posee las siguientes ventajas, el PRGF obtenido es un
producto con propiedades bacteriostaticas, no posee leucocitos y por lo tanto evita su actividad
proinflamatoria, se trata de un producto biocompatible, versatil y seguro, no presenta efectos

secundarios lo cual le permite ser aplicado en una gran variedad de disciplinas y posee un gran
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potencial terapeltico en la regeneracion tisular, ademas tan solo se centrifuga en una ocasién

durante 8 minutos (Anitua et al., 2007).

A nivel comercial también encontramos otros sistemas para la obtencién de PRP, entre los

gue podemos destacar los citados en la tabla 9 (Mishra and Pavelko, 2006; Sanchez et al., 2009):

Tabla 9: Sistemas comerciales alternativos para la obtencion de PRP.

9cc de sangre venosa
Autologous Conditioned pIasma-Arthrer 1500 rpm durante 5min
Aplicacion 2-3 cc de plasma
Formacién de una Matriz de Fibrina Rica en Plaquetas
(PRFM) autdloga
Sistema de émbolos dentro de un cilindro
GPS’ Il system-Biomet 3200 rpm durante 15min
Contiene el 90% plaguetas disponibles

Fibrinet Cascade -Biotec

Doble centrifugacion con decantacion automatica (2400
SmartPRepw-Harvest Technologies rpm, 15min)
Obtencion de 45 a 60 ml sangre, 5-6 ml de PRP

Rpm: Revoluciones por minuto. Min: minutos.

El papel de las plaquetas en el proceso de reparacién/cicatrizacion

Las plaquetas son fragmentos citoplasmaticos sanguineos que derivan de megacariocitos en la
médula ésea y contienen diferentes tipos de factores de crecimiento y citoquinas que estimulan
la cicatrizacidon cutdnea (Sandoval et al., 2013). Posee forma discoidea y no tiene nucleo. Su
funcién principal es ayudar a mantener la integridad vascular, modular la respuesta inflamatoria

y potenciar la curacidn de heridas tras una lesion tisular (Sink and Feldman, 2009).

Tienen un didmetro de 2 a 4 um, estan presentes en el plasma sanguineo y su concentracion
normal en sangre oscila entre 150.000 y 300.000 unidades por microlitro (Anitua and Andia,
2000; Marx and Garg, 2005). La vida media util de las plaquetas en humana es de 8 a 12 dias,
una vez pasado este tiempo, son eliminadas por el sistema de macréfagos tisulares (Guyton and

Hall, 2001).

Son responsables de la activacidn del proceso inflamatorio mediante la liberacion de
citoquinas, tal y como la interleuquina 1la (IL-1) , 1B y -6 y el TNF-o, también estimulan la
produccién de coldgeno (mediante la liberacion de FGF-2, IGF-1 y TGF-B), promueven la
transformacion de fibroblastos en miofibroblastos (TGF-), inician la angiogénesis (EGF-2, VEGF-
A, TGF-B), y finalmente promueven la epitelizacién (EGF, FGF-2, IGF-1, TGF-B) (Bennett and
Schultz, 1993b; Werner and Grose, 2003; Li et al., 2007).
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Adicionalmente a las cualidades hemostaticas, las plaguetas también poseen una importante
actividad pro-inflamatoria, reguladora y regenerativa ya que es capaz de interaccionar con otros
tipos celulares como pueden ser las células endoteliales o los neutrdfilos, y mediante la
liberacion de factores de crecimiento y citoquinas (Hartwig and Italiano, 2003; Anitua et al.,

2004).

Los megacariocitos son las células precursoras de las plaquetas, y representan entre un 0,1y
un 0,5% de las células nucleadas en la médula dsea. Dichos megacariocitos emiten unas
prolongaciones citoplasmaticas, a las cuales denominamos proplaquetas, que estan en contacto
con la sangre y que son liberadas por el megacariocito al torrente sanguineo formando las

plaquetas (Hartwig and Italiano, 2003).

Si comparamos un codgulo de sangre normal con uno de PRP, podemos ser capaces de
entender las diferencias vitales que existen entre ambos y de aqui su importancia en el proceso
de cicatrizacién tisular. Un codgulo de sangre normal contiene 93% de células rojas, 6% de
plaguetas y en algunos casos menos de un 1% de células blancas. Sin embargo, un codgulo de
PRP contiene un 94% de plaquetas, sélo un 5% de células rojas y un 1% de células blancas

(Anitua, 2001; Marx, 2004; Sampson et al., 2008).

En el PRP existe una concentracién de aproximada de 1 millén de plaquetas/ul o de 4 a 7
veces sobre su concentracion habitual (Marx et al., 1998; Marx, 2001; Marx and Garg, 2005). Con
referencia a la concentracién de FC en PRP, son superiores a las del plasma normal entre 5y 25
veces, aunque es importante tener en cuenta que no siempre una mayor concentraciéon y mayor

numero de FC van a suponer un mayor efecto (Weibrich et al., 2002; Kevy and Jacobson, 2004).

La membrana plaquetaria estda compuesta por el glicocéliz, la capa fosfolipidica y la capa
submembranosa, siendo la mas externa el glicocaliz, que actua en la activacion y adhesién de las
plaquetas. En la zona intermedia encontramos la bicapa fosfolipidica con propiedades
anticoagulantes principalmente, y en la capa mads interna la submembranosa que seria la que
conforma el citoesqueleto de la plaqueta (Tablin, 2000). En el citoplasma de las plaquetas

encontramos exactamente las mismas proteinas que existen en los megacariocitos, los granulos
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plaguetarios y las mitocondrias que se sostienen en una estructura de filamentos de actina

(Hartwig and Italiano, 2003).

Dentro del citoplasma de las plaquetas podemos distinguir claramente entre tres tipos de
granulos plaquetarios, encontramos los granulos alfa, los granulos densos y los granulos
lisosomales . Todos ellos son liberados al medio extracelular tras la activacién plaquetaria,
presentando cada uno de ellos una funcidn y estructura distinta (Rendu and B., 2001; Hartwig

and ltaliano, 2003; Anitua et al., 2004).

Grdnulos alfa (o)

Los granulos alfa presentan una estructura y composicion muy heterogénea, la forma externa
de dichos granulos es esférica/ovoide y miden aproximadamente entre 200-400 nm de
didmetro, ademas de representar el 15% del total de éstas células (Harrison and Cramer, 1993).
En el interior de los granulos alfa encontramos una gran variedad de sustancias que llevan a

cabo importantes funciones en el organismo.

Estas sustancias liberadas por los granulos alfa de las plaquetas se clasifican en funcién de su
funcionalidad (Tabla 10). Las proteinas adhesivas intervienen en las fases iniciales del
crecimiento del trombo sanguineo durante la fase de hemostasia. La fibronectina y la
vitronectina participan en la reparacion de las heridas (Lariviere et al., 2003). Las plaquetas son
una fuente rica en citoquinas, las cuales llevan a cabo un fuerte efecto quimiotactico sobre los
leucocitos. También encontramos determinados factores de coagulacién, sustancias
fibrinoliticas y proteoliticas. Tanto las sustancias fibrinoliticas como las proteoliticas desempefian

un papel crucial en los procesos de remodelacidn vascular y angiogénesis (Reed, 2007).

Dichos granulos también contienen sustancias como el condroitin sulfato, la albimina , las
inmunoglobulinas y las trombocidinas, las cuales poseen efectos fungicidas y bactericidas
(Anitua et al., 2004). Por ultimo encontraremos diversos factores de crecimiento dentro de los
granulos alfa como hemos detallado en la tabla 10. Estos juegan un papel crucial en el proceso

de reparacidn tisular (Marx, 2004; Reed, 2007).
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Tabla 10: Clasificacion del contenido de los granulos alfa de las plaquetas (Garcia and Coma
2000).

Proteasas y antiproteasas Inhibidor plaquetario del factor IX, antitripsina Al...

e Plasmindégeno, macroglobulina-A2,

Sustancias fibrinoliticas i . L. A

osteonectina,glicoproteina rica en histidina..

Factores de coagulacién Factor de von willebrand, gactor XI, multimerina...
Citoquinas Tromboglobulina-B, entre otras

Fibrinégeno, fibronectina, vitronectina,trombospondina-

1, factor de von willebrand
Factores de crecimiento PDGF, TGF-B, VEGF, BFGF, EGF, IGF-1, HGF, NGF

Otras sustancias Condroitin-sulfato, albumina, trombocidinas...

Proteinas de ahdesién

PDGF (Factor de crecimiento derivado de las plaquetas), TGF-B (Factor de crecimiento transformante B), EGF (Factor de
crecimiento epidérmico), IGF-1 (Factor de crecimiento insulinico tipo 1), VEGF (Factor de crecimiento del endotelio vascular),
NGF (Factor de crecimiento nervioso), HGF (Factor de Crecimiento Hepatocitico).
Grdnulos densos
Los granulos densos son los mas pequefios que encontramos dentro de las plaquetas, pero a

su vez son los que mas densidad electrénica poseen. Presentan un elevado contenido en calcio,

el cual representa el 50% del total y en fésforo (Garcia and Coma, 2000).

Estos granulos se forman en los megacariocitos,y son sacos en los que se van depositando
sustancias como: el adenosin trifosfato (ATP), adenosin difosfato (ADP), calcio, magnesio,
serotonina (5HT), epinefrina, norepinefrina y dopamina (Anitua et al., 2004). El calcio es
necesario para la agregacién plaquetaria y para la formacién de fibrina. Ademads, es un regulador
central potencial en la cicatrizacion de las heridas. La histamina puede desencadenar tanto un
efecto antiinflamatorio como proinflamatorio y la serotonina provoca vasoconstriccion e

incremento de la permeabilidad capilar (Lansdown, 2002).

Grdnulos lisosomales
Los gradnulos lisosomales poseen un tamafio intermedio entre los dos tipos anteriores de
granulos, miden entre 175-250 nm de didmetro. En su interior encontramos proteasas,

hidrolasas, glucosidasas, y proteinas catidnicas con actividad bactericida (Rendu and B., 2001).

Ante el desgarro de un vaso sanguineo se producen una serie de cambios morfoldgicos y
estructurales en las plaquetas que dan lugar a la formacion de un tapén hemostatico y la
retraccion del codgulo (Tablin, 2000). Se forma una agregacién plaquetaria en el lugar del dafio
vascular, donde el fibrinégeno junto con el factor de von willebrand producidos por las propias

plaquetas, mantienen el tapdn plaquetario unido (Anitua et al., 2004).
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Tras la activacion plaquetaria se lleva a cabo la liberacion del contenido de los granulos
plaguetarios mediante un proceso de exocitosis. Para que la activacién plaquetaria se lleve a
cabo, un agonista como la trombina, ADP, colageno, o tromboxano debe unirse a ciertos
receptores glicoproteicos de la membrana plaquetaria, dando lugar a una sefial de transduccion
qgue pone en marcha el proceso de activacién. A continuacidn tiene lugar la reaccién de
liberaciéon, proceso en el cual el calcio es liberado al citoplasma, provocando el movimiento de
los granulos hacia la membrana plasmadtica, cuando ésta entra en contacto con la membrana del
granulo, se fusionan ambas y se produce el vaciado del contenido de los granulos al espacio

extracelular (Reed, 2007).

La liberacidn del contenido de los granulos plaquetarios se produce en el siguiente orden: en
primer lugar se libera el contenido de los granulos alfa, seguido por la liberacién del contenido
de los granulos densos y por ultimo se liberan las sustancias proteoliticas que se albergan en el

interior de los granulos lisosomales (Tablin, 2000).

Procedimiento para la obtencion de preparados ricos en plaquetas

En el afio 1997 se describe el primer uso de un concentrado autélogo de plaquetas para la
induccion del proceso de cicatrizacién tisular (Whitman et al.,, 1997). Estudios posteriores y
siguiendo esa misma tendencia, emplearon pegamento de fibrina autélogo para
reconstrucciones maxilofaciales, y se descubrid que esta red de fibrina ademas de poseer
propiedades osteoinductoras, contenian una gran variedad de factores de crecimiento, los
cuales podian suponer una herramienta interesante terapeutica para promover los procesos de

cicatrizacion (Anitua, 1999).

La obtencidn de PRP se debe de realizar ante condiciones de maxima asepsia produciendo el
minimo traumatismo al paciente para la obtencidon de una muestra de sangre que oscila entre
los 10 y los 60ml en funcién de la extensidn del dafio, de ésta forma deberiamos de obtener un
producto autdlogo, completamente estéril y no contaminado (Anitua and Andia, 2000; Marx,

2004).

Independientemente de la forma que sea obtenido el PRP, debe contener una concentracion
aproximada de 1.000.000 plaquetas/ul, teniendo en cuenta que la sangre entera contiene
aproximadamente 200.000+75.000 plaquetas/pl. Existe una diversidad de opinjones con
respecto a lo que se entiende por PRP, algunos autores afirman que el PRP terapéutico es el que
tiene un promedio de aproximadamente un 400% de aumento en el contaje plaquetario con

respecto a la sangre entera (Marx, 2004), mientras otros consideran que el PRGF es aquel que
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posee una concentracion de plaquetas 1,5 veces la concentracidén en sangre entera (Anitua et al.,

2004).

Una vez se obtiene la muestra sanguinea, se introduce en tubos de ensayo que contienen
citrato sédico al 3,8% como anticoagulante, para captar los iones calcio que se encuentran en la
sangre y neutralizarlos formando quelato, evitando asi la coagulacidn sanguinea. La proporcién
de anticoagulante y sangre seria 1 ml de anticoagulante por cada 5 ml de sangre (Anitua and
Andia, 2000; Marx, 2001; Marx and Garg, 2005). A continuacion se procede a la centrifugaciéon
de las muestras, para obtener varias fases bien diferenciadas. La serie roja se queda en el fondo
del tubo, y la amarilla se divide a su vez en dos fracciones, la fraccion 1 (superior) corresponde al
Plasma Pobre en Factores de Crecimiento (PPGF), y la fraccion 2 (inferior) corresponde al Plasma
Rico en Factores de Crecimiento (PRGF), ésta ultima fase la encontramos justo por encima de la
serie blanca, y se trata de la fracciéon con un elevado contenido en plaquetas (Anitua et al.,
2007). Dichas fracciones se muestran en la figura 3.

Figura 3: Fracciones tras la centrifugacion de plaquetas (PPGF: Plasma Pobre en Factores de Crecimiento,
PRGF: Plasma Rico en Factores de Crecimiento).

—
M~

} Fraccion 1 (PPGF)
Fraccion 2 (PRGF)

Serie blanca

Por ultimo, se procese a llevar a cabo el pipeteado del PRGF, que se coloca en un tubo estéril
hasta su activacion. No es aconsejable almacenar este concentrado durante mas de 8 horas, ya
gue su viabilidad no se ha probado en horarios extendidos a este tiempo y la congelacién puede

lesionar o romper las membranas de las plaquetas (Marx and Garg, 2005).

Existen diferentes métodos para obtener concentrados plasmaticos de plaquetas. Estos se
pueden dividir en métodos manuales, en los que procedemos nosotros mismos al pipeteado

para la extraccion de éstas fracciones, y por otro lado encontramos los kits semiautomaticos
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comerciales, los cuales consiguen el concentrado de forma automatica y por lo tanto mediante

menos manipulacion.

Sistemas de centrifugacion simple
Son aquellos sistemas que tan solo emplean una centrifugacién para la obtencion del PRP.
Entre ellos cabe destacar la importancia del PRGF System’ por su uso en la presente tesis

doctoral.

PRGF System ® (BTI Biotechnology Institute, Vitoria, Spain)

Anitua descubrié un método sencillo para la preparaciéon de PRGF. Utilizaba de 10 a 20 ml de
sangre del propio paciente en tubos de 5ml con citrato sddico al 3,8% como anticoagulante y en
condiciones estériles. A continuacidn, se centrifugan los tubos a 460G durante 8 minutos. Tras la
centrifugacidn se obtenian tres fases: los eritrocitos se quedan en el fondo del tubo, el PRGF en
la fase intermedia y el PPGF queda por encima del PRGF. Seguidamente de cada tubo de elimina
un mililitro de la fraccion mas superficial. El resto del plasma, evitando los gldbulos rojos y el
“Buffy coat” se pipetea, y corresponde al PRGF. Esta ultima fraccidon pipeteada se activa

mediante la adicién de cloruro calcico al 10% justo antes de su inoculacién (Anitua, 1999).

El mismo Anitua describiéo un método mas refinado para la obtencién de PRGF a partir de una
pequefia muestra de sangre del paciente. Se trata de un proceso rapido (20-25 minutos), sencillo
y con nulo efecto antigénico y nula presencia de leucocitos. El PRGF System® se compone de:
una centrifuga de laboratorio con rotor oscilante, tubos de vidrio para la extraccién sanguinea
de 5ml que contengan 0,5 ml de citrato sddico al 3,8% como anticoagulante, y los cuales son
llenados con 4,5 ml de sangre, otros tubos de extraccién sanguinea de 5ml pero sin
anticoagulante, pipetas de 100-1000ul y de 20-200ul, y puntas desechables de pipeta con filtro
de 100ul y de 500ul . Para conseguir el PRGF, se obtienen cuatro tubos de sangre de 5ml con
citrato sddico del paciente, se centrifugan los mismos a 460G durante 8 minutos, a continuacién
se obtienen separadas las distintas fases del plasma y se procede al pipeteado en una camara de
flujo laminar para evitar cualquier contaminacién bacteriana. Se procede a destapar el tubo con
cuidado y se desecha 1ml del plasma mas superficial. Los 50ul situados por encima de la capa
leucocitaria corresponden al PRGF. El PRGF debe ser aspirado con precisién y es trasferido a los

tubos de cristal sin anticoagulante (Anitua, 1999).
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Como ya se ha comentado con anterioridad, el PRGF System® es un sistema autorizado para
la obtencion de PRGF en Europa, certificado por las autoridades sanitarias europeas y para su

aplicacidén en diferentes disciplinas médicas y veterinarias.

Sistemas de centrifugacion doble
Son aquellos sistemas que para la obtencidén de preparados plasmaticos ricos en plaquetas

emplean dos centrifugaciones en su proceso de preparado.

Meétodo de Landesberg

Se basa en someter a la sangre a una doble centrifugacién, obteniéndose de esta manera una
concentracion plaquetaria entre 550.000 y 900.000 plaquetas/ul. Fué descrita por Landesberg y
colaboradores en el afno 2000, y consistia en la extracciéon de sangre del paciente en tubos de
5ml con citrato sdédico como anticoagulante. A continuacién, esta sangre se somete a dos
centrifugaciones, la primera se lleva a cabo a 200G durante 10 minutos, tras la cual se recoge el
plasma sobrenadante y se almacena en un tubo sin anticoagulante, y la segunda centrifugacion
también se somete a 200G durante 10 minutos, al final de esta segunda centrifugacién
podremos observar en el fondo del tubo un sedimento plaquetario, que tras ser resuspendido

en un volumen determinado de plasma residual, constituira el PRP (Landesberg et al., 2000).

Método Curasan PRP® (Fa.Cubasan, Kleinostheim, Germnany)

Se emplean unos tubos comerciales de 8,5 ml para la extraccién de sangre con nombre
Monovette (Sarstedt®), los cuales contienen citratato sédico como anticoagulante. Se
centrifuga la sangre a 2400 rpm durante 10 minutos, lo que fracciona la sangre en plasma, capa
leucocitaria y eritrocitos. A continuacion se traslada el plasma sobrenadante a otro tubo, y este
mismo se vuelve a centrifugar a 3600 rpm durante 15 minutos con el objetivo de generar un
sedimento con plaquetas, el sobrenadante de ésta segunda centrifugacion (PPGF) se extrae
hasta dejar unos 0,5ml, y este mismo se emplea para resuspender el sedimento de plaquetas
que correspondera al PRP. Con el presente protocolo conseguimos una concentracion
plaquetaria que se encuentra entre 1.000.000 y 2.500.000/ul, y concentracién de leucocitos de

14.800 hasta 33.100/ul (Weibrich and Kleis, 2002; Weibrich et al., 2002).

Friadent-Schutze PRP® (Friadent-Schutze, Vienna, Austria)

Para la obtecion de sangre con este método, se emplean tubos de ensayo de vidreo de 8,5ml
con la cara interna siliconada y se someten a una centrifugaciéon a 2400rpm durante 10 minutos,
a continuacion se extrae el plasma mediante el uso de una canula Monovette y se somete a una

segunda cetrifugacién a 3600rpm durante 15 minutos, para agrupar una elevada concentraciéon

Deborah Chicharro Alcantara 88



Revision Bibliografica

de plaquetas en el sedimento de los dos tubos, se extrae el plasma sobrenandante (PPGF) y el
volumen residual de aproximadamente 0,8ml| se emplea para resuspender el sedimento
plaquetario y obtener el PRP. Con dicho sistema se logra una concentracidon plaquetaria de
1.440.000 plaquetas/ul y una concentracion leucocitaria de aproximadamente 21.700/ul

(Weibrich et al., 2003).

Tras la publicaciéon por parte de Anitua su método manual para la obtencién de PRGF, han ido
apareciendo distintos métodos semiautomaticos para acelerar el proceso, facilitando la
obtencidn del concentrado plaquetario y minimizando los riesgos de contaminacidn bacteriana

del producto (Vasconcelos et al., 2003).

Platelet Concentrate Collection System (PCCS’ Kit) (3i-Implant Innovations, Palm Beach
Gardens, FL, USA)

EL proceso completo dura unos 30 minutos y permite una concentracion plaquetaria de entre
1.100.000 y 2.200.000/uL, con una eficiencia de extraccidn plaquetaria que ronda el 50% y una
concentracion leucocitaria de entre 5.500 y 14.800/pL. El presente sistema se realiza mediante
la extraccion de 60 ml de sangre entera con anticoagulante (ACD-A9), la cual se somete a dos
centrifugaciones. Se centrifuga una primera vez durante 3 minutos y 45 segundos a 3.000 rpm, y
a continuacién, tiene lugar una segunda centrifugacién durante 13 minutos a 3.000 rpm, con el

objetivo de sedimentar las plaquetas (Appel et al., 2002; Weibrich and Kleis, 2002).

Gravitational Platelet Separation (GPS® System) (Biomet Merck Biomaterials, Darmstadt,
Germany)

Para este método se utiliza una jeringa de 60 mL, en la cual 6 mL son anticoagulante (ACD-A) y
54 mL de sangre del paciente. La sangre con el anticoagulante se vierte en los tubos GPS’, que
son centrifugados a 3.200 rpm durante 12 minutos. Se alcanza una concentracién plaquetaria
aproximada de 1.600.000/uL y unos niveles leucocitarios de 31.100/uL (Eppley et al., 2004;
Marlovits et al., 2004).

Smart PReP’ System (Harvest Technologies Corporation, Munich, Germany)

La cantidad de sangre que se necesita con este protocolo va a depender del sexo, en mujeres
se extrae 52 mL de sangre, y en hombres 48ml, se realiza una doble centrifugacion de la sangre
durante 12 minutos, obteniendo un PRP con una concentraciéon plaquetaria cercana a

1.250.000/uL y una concentracidn leucocitaria de 19.261/uL (Weibrich et al., 2003).
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Plateltex” (Plateltex, Bratislava, Slovakia)

La concentracion plaguetaria que se obtiene con este método es de 1.600.000/uL
aproximadamente y se lleva a cabo mediante una doble centrifugacion. La sangre se obtiene en
tubos de ensayo de 8.0 mL, que contienen ACD-A como anticoagulante, y se somete a una
primera centrifugacion suave a 180 G durante 10 minutos. Tras aspirar el plasma sobrenadante,

se procede a un segundo centrifugado, a 1000 G durante 10 minutos (Mazzucco et al., 2008).

Arthrex ACP’ System (Arthrex Bio Systems, Autologous Conditioned Plasma (ACP), Naples,
FL, USA)

Se realiza una Unica centrifugacién a 1500 rpm durante 5 minutos de la sangre, el PRP
autélogo que se obtiene mediante este método se denomina “plasma autdlogo acondicionado”
(ACP). EI ACP que se obtiene posee una concentracién plaquetaria de aproximadamente

550.000/uL sin la presencia de leucocitos (http://secure.cdn.arthrex.com, 2012).

Mediante este método se necesitan 450 ml de sangre del propio paciente, que se recolecta
en una bolsa que contiene citrato-fosfato-dextrosa como anticoagulante. Un aparato de aféresis
centrifuga la sangre a 5.600 rpm separandola en sus tres componentes bdsicos, situandose por
densidad los eritrocitos en el nivel mas bajo, en un nivel intermedio la capa leucocitaria y la mas
superficial la ocuparian los PPGF. Una vez retirados los PPGF se vuelven a centrifugar los otros
dos componentes a 2,400 rpm, obteniendo un volumen de plasma donde se concentra la capa
leucocitaria y las plaquetas, considerada como PRP. Las plaquetas se activan mediante la adicién
de cloruro cdlcico al 10% y trombina bovina. Con este método el recuento plaquetario del

plasma obtenido es de aproximadamente 750.000/ul (Whitman et al., 1997).

La tabla 11 muestra de forma esquematica diversos métodos empleados para la obtencién de

PRP y sus caracteristicas.
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Tabla 11: Metodologia para la obtencion de PRP, y caracteristicas basicas de cada uno de

ellos.
[ AFERESIS | 750 - 1500 0.16-0.18 > 450
550500 o :
1100-2200 5.5-14.8 54
1000 -2500 14.8-33.1 8.5
N/ o
o o o
o o
o :

(N/D: No determinado, ML: Mililitro)

Aplicaciones del PRP-PRGF en piel

La regeneracién de heridas cutaneas normalmente comienza con la formacion de un coagulo
y la degranulacion de las plaquetas, lo que da lugar a liberacion de diversas citoquinas y factores
de coagulacién. Estos factores ejercen un efecto modulador importante sobre la respuesta
inflamatoria. Hasta el momento se han detectado en el interior de las plaquetas mas de 30
citoquinas diferentes, entre ellas numerosos factores de crecimiento como el PDGF, TGF, VEGF,
EGF e IGF y han demostrado estimular la migracién, proliferacion celular y la angiogénesis en

procesos de cicatrizacidon cutdnea (Weibric et al., 2002).

Los factores de crecimiento PDGF, TGF-B, VEGF y EGF se encuentran en concentraciones de 3
a 7 veces superiores en los PRP autdlogos (Eppley et al., 2004). Ademads, los concentrados de
plaguetas contienen potentes factores de crecimiento mitogénicos y quimiotacticos, que regulan

las fases clave que tienen lugar durante el proceso de cicatrizacion cutanea (Seppa et al., 1982).

El PRP se ha empleado en piel desde 1985 (Driver et al., 2006) y desde entonces hasta este
momento se han publicado numerosos estudios experimentales y clinicos que emplean el PRP
como terapia en heridas cutdneas. Con respecto al uso tépico de PRP, se ha publicado
recientemente un estudio experimental en conejos, en los que se aplicé gel de PRP de forma
tépica en heridas cutdaneas de 3 cm espesor completo realizadas quirdrgicamente en la zona
dorsolateral del térax. Tras el tratamiento con PRP se observé una aceleracion de la cicatrizacidn
de las mismas, ademas de la formacidn de un tejido de granulacién adecuado comparado con las

heridas placebo. En las heridas tratadas con PRP se vié la presencia de un incremento
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significativo de fibras de coldgeno nuevas y una mayor formacién de epitelio en la
histopatologia. Adicionalmente, se aprecié una estimulacion del proceso de angiogénesis en los
estadios tempranos del proceso de reparacion, basandose en un incremento significativo de la
densidad vascular (Ostvar et al., 2015). Estos mismos resultados se han observado en otro
estudio como el de Lee y colaboradores que observaron un incremento del proceso de
epitelizacion y de la concentracién de vasos sanguineos junto con una regresion del proceso
inflamatorio agudo en heridas de espesor completo en piel de conejos tratadas con PRP durante
la primera semana postquirdrgica comparada con la segunda semana postquirudrgica. Ademas de
la aceleracion del proceso de cicatrizacién y de la angiogénesis de las heridas tratadas con PRP
en la semana uno, también se observé un efecto positivo con respecto a la formacién de tejido
de granulacion y en el volumen de fibroblastos depositados en el lugar de la lesidn (Lee et al.,

2008).

Cuando el PRP se aplica localmente en heridas crdnicas, las plaquetas aceleran el proceso

normal de cicatrizacion de dichas heridas (Knox et al., 2006).

Siguiendo el protocolo descrito por Anitua en el afio 1999 para la obtencién de PRGF (BTI
PRGF System®), Francesco Molina-Mifiano y colaboradores en el afio 2009 llevaron a cabo un
estudio experimental en conejos en los que tras el tratamiento con PRGF de heridas de espesor
completo creadas con punch de biopsia muestran una aceleracion significativa del proceso de
reepitelizacién, ademas de una reduccion también estadisticamente significativa de la
inflamacidn en la zona comparados con las heridas control a dia 7 de estudio, mientras que a dia
28 del estudio no se observaron cambios (Molina-Minano et al., 2009b). Si analizamos los
resultados de este estudio junto con el de Lee y colaboradores del 2008, podriamos concluir que

se obtienen mejores resultados en los tiempos tempranos de la cicatrizacion (Lee et al., 2008).

El tratamiento de las heridas en medicina veterinaria ha tenido un importante avance con la
aparicion de las nuevas terapias regenerativas, como en este caso son el uso del PRP. Hay
diversos estudios en caballos sobre el uso de dichas terapias en heridas cutaneas. Los estudios
de Carter y colaboradores y De Rossi y colaboradores en caballos muestran resultados positivos
tras el tratamiento de heridas quirurgicas con gel de PRP, promoviendo la diferenciacion epitelial
y la regeneracion del tejido dafiado, ademas de observarse una buena organizacion de las fibras
de colageno comparada con las heridas control, también observaron un proceso inflamatorio
mas intenso en las heridas control comparadas con las tratadas con PRP (Carter et al., 2003;
DeRossi et al., 2009). En la misma especie se muestra un caso clinico publicado por Lacopetti y
colaboradores en el que trata heridas cutaneas grandes mediante la aplicacién tdpica de PRP
autdlogo, dando lugar a una mejoria en dicha cicatrizacidn (lacopetti et al., 2012).
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Por otro lado, encontramos numerosos estudios publicados en perros, como por ejemplo el
de Kim y colaboradores que estudiaron el efecto curativo del PRP autdlogo en lesiones grandes
de piel en el que mostraron la efectividad del uso de PRP en heridas con baja vascularizacién de

grandes dimensiones situada en la cola (Kim et al., 2009a).

La cicatrizacidon de heridas por segunda intencién tiene lugar cuando los bordes de la herida
no se encuentran aproximados, y por otro tipo de factores como pueden ser el poco aporte
vascular, el tamafio del defecto, la presencia de infeccidn, enfermedades sistémicas adyacentes
como la diabetes, la administracion de drogas (corticosteroides) y la malnutricién (Schreml et al.,
2010). En un estudio desarrollado en el afio 2015, se evalud el efecto del uso de PRP localmente
inyectado de forma perilesional en heridas de espesor completo sometidas a una cicatrizacion
por segunda intencion en la zona del dorso de perros. Una de las primeras conclusiones que
sacaron del estudio fue que la forma de administracién intralesional del PRP ofrece la ventaja de
prevenir la pérdida de PRP, principalmente por la absorcién por parte de los vendajes. Tras la
evaluacion macro y microscdpica de las heridas se observd un incremento en la perfusion tisular
de forma significativa en las heridas tratadas con PRP, lo que favorece la formacién de tejido de
granulaciéon y en general el proceso de cicatrizacidn por la atraccion de nutrientes y oxigeno a la
zona de la lesidn cutdnea. En segundo lugar también se observd una mejor arquitectura de las
fibras de coldgeno depositadas y una mayor densidad de las mismas lo que es caracteristico de
un tejido de granulacion maduro con un incremento de la fuerza tensil de la herida

(Karayannopoulou et al., 2015).

Tras el dafio tisular, las plaquetas activadas ademds de jugar un papel central en |Ia
hemostasis contribuyen de forma significativa en otros procesos de reparacién cutanea, como
en la quimiotaxis de neutréfilos y macréfagos a la zona de la herida, la fibroplasia, la
angiogénesis y la epitelizacién, mediante la liberacion de mediadores pro-inflamatorios,
citoquinas y factores de crecimiento por parte de los granulos alfa de las plaquetas (Lacci and
Dardik, 2010). En la especie canina se llevo a cabo un estudio para evaluar la eficacia del PRP
sobre la cicatrizacidon de heridas en perros tratados con dexametasona (considerado un factor
negativo para la reparacién de heridas) en el cual se concluyd que existia una aceleraciéon de las
heridas tratadas con PRP (Sardari et al., 2011). El uso de PRP en gel también se ha aplicado en
Ulceras de decubito crdnicas en perros resultando también en una aceleracién en comparacién

con las ulceras no tratadas (Tambella et al., 2014).

Los colgajos de piel tanto en medicina veterinaria como en medicina humana se emplean para
el cierre de heridas agudas y crénicas que resultan de traumatismos o de excisiones tumorales.

En perros se utilizan frecuentemente los colgajos del plexo subdérmico (Hunt, 2012). En este
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campo, encontramos estudios que evallian el efecto de los PRP en colgajos cutaneos en la
especie canina, el motivo de estos estudios es evitar una de las mayores complicaciones de los
colgajos de piel que es la necrosis de los mismos por un déficit de vascularizacién provocando un
aporte vascular inadecuado. Con el objetivo de mejorar la vascularizacion de estos colgajos
Karayannopoulou y colaboradores llevaron a cabo un estudio en beagles a los que les
practicaron colgajos de plexo subdérmico en la zona abdominal, tratando algunos de ellos de
forma perilesional con infiltracion de PRP. Tanto la supervivencia de estos colgajos como la
perfusidn tisular mejoraron en aquellos colgajos tratados con PRP, histolégicamente se observd

menos edema y un incremento de la neovascularizacién en los colgajos tratados.

Son escasos los estudios en perros y gatos sobre el uso de PRP alogénico para el tratamiento
de heridas cutdneas y regeneracion tisular. Es importante destacar un caso clinico publicado por
Tae-ho Chung y colaboradores que describe el uso de PRP alogénico, obtenido de otro perro
donante, en el tratamiento de una herida cutdnea extensa en la zona lumbo-sacra de un perro
de raza toy secundaria a una pancreatitis aguda desencadenada por una coagulacion
intravascular diseminada. Los resultados obtenidos fueron una mejoria del color y apariencia
macroscopica de la herida, regresion temprana del tamano de la herida y una completa

cicatrizacion de la misma al cabo de 3 semanas (Chung et al., 2015).

Pia Lépez-Jornet y colaboradores realizaron un estudio en conejos en el cual creaban heridas
quirargicas en la lengua, y concluyeron que la aplicacion de PRGF acelera la epitelizacién y
reduce la inflamacidn, debido a la estimulacién angiogénica, epitelizacion y maduracion tisular

(Lopez-Jornet et al., 2009).

El PRP heterdlogo es otra alternativa valida aunque poco empleada en el tratamiento de
heridas cutaneas. En el afio 2015 se llevd a cabo un estudio experimental en conejos (Abegao et
al., 2015), en el que se realizaban dos heridas cutdneas de espesor completo (sin afeccién de
musculo) en la zona dorsal con punch de biopsia de 8mm, y una de ellas era infiltrada con PRP
heterdlogo, el cual era obtenido de otra especie animal (perro). Este PRP era administrado a las
heridas tratadas en forma de gel, tras la evaluacidn macro y microscopica de las heridas se
evidencié que existia una disminucién significativa de la inflamacién que se correspondia con
una disminucion del dolor, una aceleracién de la epitelizacién en aquellas heridas tratadas con
PRP y, por ultimo, la ausencia de efectos adversos. En ningln caso se desarrollaron indicios de
infeccidon gracias a la actividad antimicrobiana de los PRP y se demostré la eficacia del PRP

heterdlogo (Mehta and Watson, 2008).

Deborah Chicharro Alcantara 94



Revision Bibliografica

Como ya hemos expuesto, la utilizacién de PRP en heridas acelera la cicatrizacién debido a su
capacidad de aumentar la angiogénesis, estimulando la sintesis y diferenciacién de células
precursoras y liberando factores que estimulan la reproduccion celular (fibroblastos y células
endoteliales) (Bennett and Schultz, 1993b). Se ha demostrado que el tratamiento con PRP en
heridas infectadas tras cirugia maxilofacial y cirugia vascular, favorece y acelera la curacién de

dichas heridas, a pesar de existir implantes exégenos bajo las mismas (Whitman et al., 1997).

En medicina humana, el PRP se ha empleado como terapia médica en numerosas patologias y
lesiones, incluyendo las heridas cutdneas (Borena et al., 2015). El uso de PRP en este ambito
recibe especial importancia debido a su uso en el tratamiento de lesiones deportivas en atletas
profesionales (Hall et al., 2009). Un estudio de Man y colaboradores demostré una mejoria
cuantitativa del proceso de cicatrizacion cutdnea en colgajos de piel en personas tras la
aplicacién topica de PRP autdlogo (Man et al.,, 2001). En estudios realizados en pacientes
humanos con heridas crénicas de diferentes etiologias tratados con PRP en gel también
mostraron una mejora en el proceso de cicatrizacion, reflejado mediante la reduccién de la zona

lesionada, volumen y cierre de la herida (Mazzucco et al., 2004; Frykberg et al., 2010).

Dentro del campo de la dermatologia humana, una de las aplicaciones mas importantes del
PRP ha sido la aceleracién de la cicatrizacion de las ulceras cutdneas crdnicas. Anitua y
colaboradores, observaron que a las 8 semanas de tratamiento de este tipo de heridas con PRP,
el porcentaje de superficie curada fue significativamente mayor que en el grupo control (un 73%

frente a un 21,4%, P<0,05) (Anitua et al., 2008).

Las heridas crdnicas se caracterizan por la presencia de inflamacidon de forma persistente
debido a un desequilibrio entre las citoquinas pro-inflamatorias y las anti-inflamatorias y por los
bajos niveles de factores de crecimiento, al mismo tiempo también existe un gran desequilibrio
entre sustancias oxidantes y sustancias anti-oxidantes, mientras que los factores de crecimiento

y las citoquinas juegan un papel crucial en el control del dafio oxidativo (Behm et al., 2012).

Los pacientes con afecciones sistémicas como la diabetes, padecen frecuentemente ulceras
cutaneas, y éstas acaban dando lugar a complicaciones vasculares y neuropatias periféricas. El
empleo de los factores de crecimiento ha hecho que muchas de estas ulceras se puedan resolver
disminuyendo el riesgo de complicaciones, el tiempo de curacién y las posibilidades de infeccién
y, por lo tanto, de amputacidn (Pietrzak and Eppley, 2005; Driver et al., 2006; Salemi et al.,
2008).
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En un estudio realizado en humana sobre heridas de espesor completo agudas en dermis, el
81,1% de los pacientes tratados con PRP estaban curados a los 42 dias, frente a un 57,2% de los

pacientes que no recibian este tratamiento (Hom et al., 2007).

McAleer y colaboradores en el 2006, mostraron la efectividad en humanos del uso de PRP
autélogo en la cicatrizacidon de heridas cronicas en la extremidad inferior, en pacientes en los
que habia fallado un transplante de piel (McAleer et al., 2006). Driver y colaboradores en el 2006
llevaron a cabo el primer estudio prospectivo, randomizado, multicéntrico con grupo control
sobre el uso de PRGF autdlogo en el tratamiento del Ulceras en pies de personas diabéticas y
observaron que las Ulceras tratadas con PRP cicatrizaban con mayor precocidad (Driver et al.,
2006). En otro estudio se llevaron a cabo 20 ensayos clinicos controlados y aleatorios en
pacientes, de los que 11 correspondian a cirugia oral y maxilofacial, 7 a Ulceras cutaneas crénicas
y 2 a heridas por cirugia, los cuales fueron tratados con PRP, y sdlo se observé que en 5 de los
casos (4 de cirugia oral y 1 Ulcera crénica) no hubo diferencias entre grupos y se dieron
reacciones adversas. Los 14 ensayos restantes, mostraron mejor resultado con PRP (Martinez-

Zapata et al., 2009).

Zhenzhen Lian evalud la eficacia del uso de Células madre mesenquimales (CM) y PRP en el
tratamiento de heridas cutdneas refractarias a la cicatrizacion en un modelo de ratas diabéticas
y concluyd que el grupo de tratamiento mas efectivo fué el que se asocié PRP y CM ya que se
observé un mayor cierre de las heridas por el incremento en la angiogénesis, la proliferacién
celular y la induccién de la expresién de TGF-B1, ademas se presenté una mayor densidad de
fibras de colageno de forma significativa (Lian et al., 2014). En este ultimo estudio también se
observé la capacidad de proliferaciéon y diferenciacion de la células madre en un medio de
cultivo de PRP de forma positiva, hecho que es reforzado por el trabajo de Maria G. Roubelakis y
colaboradores en el que afirma que el PRP induce de forma significativa la habilidad migratoria 'y
proliferativa de las células madre mesenquimales. En este ultimo estudio se trataron heridas
cutaneas de distinta etiologia, entre ellas heridas con dehiscencia quirudrgica, Ulceras de origen
neuropatico, Ulceras isquémicas e incluso necrdticas, todas ellas presentaron una aceleracion del
proceso de cicatrizacidn, con un incremento de la vascularizacién en la zona ulcerativa. La gran
mayoria de las Ulceras ya presentaron una cicatrizacidon practicamente completa tras la primera
aplicacion de PRP, ademas el dolor junto con la inflamacién en el area lesionada presentaba una

reduccion significativa en la mayoria de los pacientes (Roubelakis et al., 2014).

La accidn regenerativa del PRGF esta relacionada con tres funciones principales. En primer
lugar, el PRP libera factores de crecimiento y citoquinas que son capaces de estimular la
proliferacién, migracién y diferenciacion de fibroblastos y células endoteliales. El segundo factor
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es la malla de fibrina que constituye la “estructura” del PRGF, esta malla ayuda y guia la
migracion de las células mesenquimales, derivadas de poblaciones de células madre residentes o
precursoras de la base y de los alrededores de la herida. En tercer lugar destaca la propiedad

antibacteriana de los factores liberados por las plaquetas (Bernuzzi et al., 2010).

El uso de PRP como opcidn terapéutica se justifica por su inocuidad (tratamiento seguro), bajo

coste y simplicidad en su forma de obtencion (Cole et al., 2010).

También es importante destacar el uso del PRP en cirugia plastica y reconstructiva , éste ha
mostrado una disminucién significativa de infecciones, tiempo de cirugia y recuperacion del
paciente. Principalmente el empleo de PRP en este campo se ha centrado en pacientes con
pérdidas de piel y tejidos blandos, consecuencia de accidentes o patologias crénicas (Valbonesi
et al., 2002). Tras la aplicacién tdpica o la inyeccidon subcutdanea del PRP se producen
importantes cambios sobre la piel envejecida: restaura la vitalidad cutdnea, aumenta su grosor,
recupera la elasticidad, mejora la afluencia vascular, estimula las secreciones e incrementa su
tersura y apariencia, ya que regula la remodelacion de la epidermis y de la dermis (Mehta and

Watson, 2008).

En el campo de la medicina estética se estd empleando el PRP para la inyeccidon subdérmica
(en depresiones cicatriciales, surcos pronunciados entre otros), en mesoterapia para el
tratamiento de arrugas principalmente, en peelings para favorecer la regeneracién dérmica y

epidérmica, entre otras aplicaciones (Arquero, 2009).

Aplicacion de PRP-PRGF en otros tejidos

Se trata de una especialidad pionera en la aplicacidon de PRP, de hecho la primera aplicacién
clinica de PRP fue en cirugia maxilofacial. Se ha demostrado que, tras su aplicacién, se
incrementa la formacién y densidad del hueso, tanto cortical como alveolar (Whitman et al.,
1997). Las aplicaciones van desde la aplicacién en los lechos de extraccién de piezas dentarias
hasta favorecer que los implantes dentarios queden perfectamente unidos al tejido dseo

contiguo, ademas de promover la regeneracion dsea y la osteointegracion (Anitua, 1999).

Diversos estudios han demostrado que la administracion de PRP en lesiones musculares

acorta el periodo de recuperacion ya que numerosos factores de crecimiento liberados por las
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plaguetas estimulan la miogénesis (Hammond et al., 2009; Andia and Abate, 2015; Cianforlini et

al., 2015).

Los factores de crecimiento b-FGF, IGF-1 y NGF incrementan la regeneraciéon y mejora, la
fuerza del musculo lesionado, ademas de estimular la proliferacion de mioblastos (Menetrey et

al., 2000).

El PRP se ha utilizado en cirugia protésica de rodilla, roturas tendinosas, fracturas de caderay
rodilla, roturas de ligamentos de rodilla, entre otras patologias. Su aplicacién en lesiones
ortopédicas aporta una mayor capacidad de regeneracién &sea, gracias a la liberacion de
factores de crecimiento por parte de los granulos de las plaquetas que poseen efecto
guimiotactico y mitogénico sobre las células madre y los osteoblastos acelerando la cicatrizacion

dsea (Mingo et al., 2007).

Serra comprobd que la aplicacién de PRP en conejos con lesiones condrales de espesor
completo en la zona de carga del céndilo femoral medial, produce una reparacion tisular con
una clara tendencia a obtener caracteristicas histoldgicas y biomecanicas similares a las de un

cartilago articular sano (Serra, 2006).

La reparacion del tenddn se ve beneficiada principalmente por 5 Factores de crecimiento (IGF-
I, TGFB, VEGF, PDGF y bFGF), que se encuentran en proporciones elevadas en las lesiones
tendinosas y participan activamente en el proceso de reparacién. Con su accién se reduce el
proceso inflamatorio y se acorta el periodo de reparacién y/o regeneracién, por lo que se acorta
el periodo de inmovilizacidn y se alcanza la funcionalidad 6ptima en menos tiempo (Molloy et

al., 2003).

Murray y colaboradores son pioneros en el uso de PRP para el tratamiento de roturas de
ligamento cruzado anterior, tras la evaluacién de los ligamentos con lesion se observé un mayor
porcentaje de relleno del defecto y unas mejores propiedades biomecdnicas que en los
controles, por lo que concluyé que el PRP acelera el proceso de cicatrizaciéon del ligamento

(Murray et al., 2006).
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El uso de PRP en el campo de la oftalmologia destaca por su efecto regenerativo y reparativo
sobre la retina, ademas de acelerar la cicatrizacién de Ulceras corneales y la clinica de la

queratoconjuntivitis seca (Cullinane et al., 2002; Alio et al., 2008).

Complicaciones en el uso de PRP-PRGF

El uso de diferentes sustancias para la activacion de las plaquetas contenidas en el PRP fue
una de las primeras complicaciones asociadas al uso de PRP, concretamente por el uso de
trombina bovina. La trombina bovina puede favorecer el desarrollo de anticuerpos frente a los
factores de coagulacién V y Xl y frente a la trombina humana, lo que podria dar lugar a
importantes coagulopatias y poner en peligro seriamente la vida del paciente (Landesberg et al.,
1998). En la actualidad la mayoria de autores recomiendan el uso de cloruro calcico o trombina

humana como agentes activadores del PRP (Anitua et al., 2004).

También se ha destacado el hecho de mantener unas medidas rigurosas de esterilidad
durante su manipulacion, limitando su aplicacion a unas pocas horas tras su extraccion (4-6
horas) por el riesgo y capacidad potencial de contaminacion y desarrollo de infecciones
(Zimmermann et al., 2001). En cambio, en otros trabajos se refleja que las plaquetas almacenan
proteinas antibacterianas y fungicidas y que por ello podrian ayudar a prevenir la infeccidn,

ademds de tratarse de un producto completamente autdlogo (Anitua et al., 2004).

Algunos autores han manifestado su preocupacién por un posible efecto carcinogénico por
parte de los PRP. No existen referencias actuales en la bibliografia que relacionen el uso de PRP
con la aparicién de procesos neopldsicos. Solo hay un articulo que analizd el efecto de los PRP a
nivel sistémico y no se apreciaron variaciones destacables en los niveles séricos de citoquinas ni

factores de crecimiento (Banfi et al., 2006).

En el afio 2010, la agencia mundial antidopaje (World antidoping agency - WADA), incluyé el
PRP en su lista de sustancias prohibidas. Estudios como el de Damia del 2012 permitieron la
supresién del PRP de la lista de sustancias prohibidas, ya que se demostré que la aplicacién local
de PRGF en musculo sano no se acompafia de un incremento de los niveles séricos del Factor de
Crecimiento Insulinico tipo | (IGF-1), lo que excluye este tratamiento como sustancia dopante,
que pudiese facilitar una hipertrofia muscular sistémica (Damia, 2012). Inicialmente se
prohibieron sélo las inyecciones intramusculares de PRP, mientras que todas las otras vias de
administracidn, como la intralesional, intraarticular, entre otras, se permitieron y sélo requerian

una declaracién de uso. Esta restriccion se debia a la preocupacion del grupo de expertos de la
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WADA de que los factores de crecimiento contenidos en el PRP pudieran estimular las células
satélite del musculo y aumentar el tamafio y fuerza del musculo y mas alld de la curacién
normal, ya que el PRP contiene factores de crecimiento que, purificados, estan explicitamente
prohibidos, como por ejemplo, IGF- 1, VEGF o PDGF entre otros (Dhillon et al., 2012). Hoy en dia,
se permite el uso de preparados derivados de plaquetas a partir de la centrifugacién de sangre
total autdloga, y hay que destacar que desde Mayo de 2013 el PRP ha sido aprobado como
medicamento por la Agencia Espafiola del Medicamento, por lo que su empleo ha quedado

regularizado (Damia, 2012).

Por ultimo, otro gran inconveniente en el uso del PRP, es la falta de estandarizacién en el
proceso de preparacion en cuanto a cantidad de sangre extraida, velocidad de centrifugacién y
separacion, numero de plaquetas, presencia o no de leucocitos y método de activacién. Todos
estos pasos dan como resultado diferentes preparados plasmaticos que, por lo tanto, pueden

tener una eficacia muy diferente (Kon et al., 2013).
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Células madre

Introduccion

Las células madre (CM) se definen como células no especializadas que poseen dos
propiedades bien definidas: la capacidad de diferenciarse en otro tipo de células y la capacidad
de autoregenerarse (Fortier, 2005). Ademas pueden dividirse indefinidamente sin perder sus

propiedades y llegar a producir células especializadas (Diekman and Guilak, 2013).

La mayoria de los tejidos y érganos humanos y animales no son capaces de regenerarse de
forma espontanea, este hecho justifica la importancia actual de la terapia celular como
estrategia en la reparacion tisular. La medicina regenerativa es un campo emergente
multidisciplinar que tiene como objetivo mejorar la salud y la calidad de vida de nuestros
pacientes mediante la restauracidon, mantenimiento y estimulacion de los tejidos y las funciones

de los drganos (Stoltz et al., 2015).

La historia de las células madre comenzé a mediados del siglo XIX, con el descubrimiento de

que algunas células podian generar otras células distintas. A principios del siglo XX, las células
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madre fueron identificadas cuando se hayaron, en el interior de la médula ésea, células madre
hematopoyéticas y células estromales (Tavassoli and Friedenstein, 1983). El primer trasplante
fue llevado a cabo con éxito por el Dr. Thomas en Nueva York, en los afios 50. Dicho trasplante
se realizd entre gemelos, uno de los cuales padecia de leucemia, evitando asi posibles problemas
inmunomediados. Posteriormente, en 1968, se llevd a cabo el primer trasplante alogénico entre
dos hermanos y, ya en 1973, un joven con un desorden genético inmunodeficitario recibid
células madre derivadas de médula 6sea de un donante ajeno a su familia, tan solo seleccionado
con una compatibilidad en grupo sanguineo. A partir de este momento su uso se expandio

rapidamente en los afios 90 (Thomas, 1999).

Las células madre o troncales se caracterizan por su capacidad de autorrenovacién,
multipotencialidad y viabilidad funcional. La multipotencialidad es la capacidad de una célula
para diferenciarse en células maduras distintas a las de su tejido de origen como adipocitos,
condrocitos, osteocitos, mioblastos, miocardiocitos, neuronas, astrocitos, miocitos, tenocitos
entre otros, mientras que la autorenovacién de una célula es la capacidad de autogenerar una
nueva célula que conserva la caracteristica primitiva de “madre” y permanece “aletargada”
hasta recibir un nuevo estimulo que la induzca a multiplicarse y dar lugar a linajes celulares

iguales o incluso diferentes al original (Cahan and Daley, 2013; Kolios and Moodley, 2013).

Clasificacion de las células madre

Las CM las podemos clasificar en funcidon de su potencial de diferenciacion: Totipotenciales,
pluripotenciales, multipotenciales, o células progenitoras, oligopotenciales o unipotenciales
(Cahan and Daley, 2013). O bien, en funcién de su origen en: Células madre embrionarias,
células madre fetales, células madre germinales y células madre adultas (Cahan and Daley, 2013;

Teng et al., 2014).

Células Madre Totipotenciales

Las células totipotenciales u omnipotenciales son aquellas que estan presentes durante los
primeros estadios del desarrollo embrionario y que poseen la mayor capacidad de
diferenciacion, pudiendo dar lugar a todas las formas del embridn y tejidos placentarios. Estas
células pueden diferenciarse en células embrionarias o extraembrionarias. Pueden formar
nuevos embriones y éstos transformarse en nuevos organismos (Cahan and Daley, 2013; Kozlik

and Woijcicki, 2014).
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Células Madre Pluripotenciales
Las células pluripotenciales se pueden obtener de la masa interna celular del blastocisto son
células capaces de producir tejidos derivados de las tres capas germinales (ectodermo,

endodermo y mesodermo) (Cahan and Daley, 2013; Kozlik and Woijcicki, 2014).

En el afio 2006 un nuevo tipo de células pluripotenciales fueron desarrolladas mediante la
reprogramacién de células somaticas, denominadas células madre pluripotentes inducidas

(IPSCs) (Takahashi and Yamanaka, 2006).

Células Madre Pluripotenciales Inducidas (IPSCs)

Son células con caracteristicas embrionarias obtenidas mediante la reprogramacién de células
adultas. Estas células se han convertido en las principales herramientas en el avance de la
medicina personalizada, ya que surgieron con el fin de evitar los problemas éticos y técnicos de

la utilizacion de células madre embrionarias (Hanna et al., 2010).

Posteriormente se identificaron cuatro factores de transcripcion (Oct4, Sox2, y los oncogenes
KIf4 y c-Myc), con la que se reprogramaron fibroblastos a un estado similar a células
embrionarias, denominando estas células como células iPCS o células madre con
pluripotencialidad inducida. Esta técnica se basa en el uso de un retrovirus , lo que llevaba a la
integracién de los genes exdgenos en el genoma de forma permanente (Takahashi and
Yamanaka, 2006). Este hecho se ha asociado con el desarrollo de tumores (Yu et al., 2009) v,
como resultado se han buscado alternativas, como la propuesta por Zhou y colaboradores que
lograron con éxito la reprogramacién de las células mediante la administracién de estos factores
de reprogramacion en forma de proteinas recombinantes purificadas (Zhou et al., 2008) o ARNm

modificado en el caso de Warrem y colaboradores (Warren et al., 2010).

Gracias a todos estos estudios, las células iPCS constituyen herramientas muy valiosas no sélo
para estudiar la biologia del desarrollo, sino también para capturar y tratar trastornos genéticos,
asi como para el descubrimiento de farmacos, ingenieria genética y, finalmente, terapias de

trasplante celular (Cherry and Daley, 2012).

La aplicacidn terapedtica de las IPCs en la cicatrizacidn cutanea ha sido llevada a cabo por Itoh
M. y colaboradores en pacientes con epidermdlisis distrofica bullosa la cual se caracteriza por la
presencia recurrente de heridas cutdneas. Estos investigadores diferenciaron estas IPCs en
varios componentes celulares de la piel, incluyendo los queratinocitos, con gran eficiencia. El

estudio concluyé que las IPCs tienen potencial para proporcionar una fuente de células
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pluripotenciales para poder generar queratinocitos y tejidos especificos del paciente que son

Utiles para la medicina regenerativa y la modulacion de enfermedades (Itoh et al., 2011).

Células Madre Multipotenciales

Dan lugar a tipos celulares de la misma capa o linaje embrionario del que proceden, (por
ejemplo: una célula madre mesenquimal de médula dsea, al tener naturaleza mesodérmica, dara
origen a células de ese linaje embrionario como miocitos, adipocitos u osteocitos, entre otros) y
las podemos encontrar en la mayoria de tejidos del organismo adulto (Cahan and Daley, 2013;

Kozlik and Woijcicki, 2014).

Mediante el proceso de transdiferenciacion, las células multipotenciales procedentes de un
linaje embrionario, se diferencian en células de otro linaje diferente del que proceden. Esto se
ha visto por ejemplo, en células mesenquimales derivadas del mesodermo que se han

diferenciado a células del tejido neuronal procedente del ectodermo (Barzilay et al., 2009).

Células Madre Oligopotenciales

Las células madre oligopotenciales pueden formar dos o mds linajes dentro de un tejido
especifico. Este tipo de células se ha descrito en un estudio realizado por Majo y colaboradores
en 2008, que obtienen células oligopotenciales de la superficie ocular del cerdo, incluyendo la
cornea, para generar colonias individuales de células de la cérnea y de la conjuntiva (Majo et al.,
2008). También se consideran como células madre oligopotenciales las células madre
hematopoyéticas, ya que pueden dar lugar tanto a células mieloides, como a células linfoides

(Marone et al., 2002).

Células Madre Unipotenciales

Estas solo son capaces de dar lugar a células de un solo linaje (por ejemplo, las células madre
epidérmicas solo pueden producir células de tipo epiteliales escamosas queratinizadas), las
encontramos en tejidos adultos y poseen un potencial mas bajo de diferenciacion comparadas

con el resto de tipos de CM (Young and Black, 2004).

Células Madre Embrionarias (ESC)

Las ESC, son células pluripotenciales, que se obtienen de los primeros estadios del desarrollo
embrionario, a partir de la masa celular interna del blastocisto. Estas células se pueden
diferenciar en tejidos de las tres capas germinales primarias, pero en cultivo pueden mantenerse
en un estado no diferenciado durante un periodo prolongado ya que poseen una capacidad de

proliferacién extensa in vitro (Yao et al., 2006) o diferenciarse en multitud de tipos celulares
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especializados como neuronas, adipocitos, células musculares entre otras (Korbling and Estrov,

2003).

En el afio 1981 se obtuvieron las primeras células embrionarias de mamifero procedentes de
embriones de raton (Evans and Kaufman, 1981) y diecisiete afios mas tarde se publicé la
obtencion de células madre embrionarias (ESC) a partir de embriones humanos sobrantes de

procesos de reproduccién asistida (Thomson et al., 1998).

Uso de ESC en piel

El uso de ESCs humanas se enfrenta a grandes controversias éticas ademds de restricciones
legales rigurosas. Recientemente se han obtenido métodos alternativos que permiten la
obtencion de ESC sin destruir el embrion (Chung et al, 2006). Un estudio preclinico
relativamente reciente demostré que las ESC humanas podian diferenciarse en queratinocitos
funcionales que podian ser empleados para la reconstitucién de la epidermis (Guenou et al.,

2009).

Célula Madre Germinales (GSC)
Las células madre germinales tienen una capacidad de diferenciacion similar a las de las ESC,
pero son mas dificiles de aislar. Se trata de un tipo de células pluripotenciales que provienen de

la cresta gonadal (esbozos gonadales del embrién) (Aflatoonian and Moore, 2005).

Células Madre Fetales (FSC)

Las células madre fetales (FSC) las podemos obtener de tejidos y érganos fetales como sangre,
higado o pulmdn y poseen caracteristicas similares a sus homaélogas en tejidos adultos. Tienen
mayor capacidad de expansion y diferenciacion, aunque existen muchas dudas acerca del origen
de estas células. Este origen podria ser células embrionarias que aparecen distribuidas por todos
los tejidos fetales como reservorios de células troncales o bien podria tratarse de células
troncales que proceden de nuevas oleadas de progenitores sin relacién con las células troncales

embrionarias (Zhu et al., 2014).

Células Somadticas o Adultas (ASC)
Se pueden obtener de cualquier tejido del organismo adulto que derive de las 3 capas
germinales y que posea capacidad de reparacién o regeneracion, por ejemplo la placenta y el

corddn umbilical (Timmins et al., 2012).

Es importante destacar que, al tratarse de células autélogas (obtenidas a partir del propio

paciente), no existe riesgo de crear rechazo por parte del organismo. Adicionalmente, al

105 Deborah Chicharro Alcantara



Revision Bibliografica

proceder del individuo adulto no platean un problema ético y son capaces de generar gran

variedad de tipos celulares en un tejido en concreto (Borena et al., 2015).

Inicialmente se pensaba que estas células eran multipotenciales, es decir, se podian
diferenciar Unicamente en tipos celulares derivados del mismo linaje embrionario del que
procedian. Pero, gracias a los estudios realizados en los ultimos afos, se ha llegado a la
conclusién que la potencialidad de algunos tipos de ASC es mayor de lo esperado, ya que han
mostrado en determinadas condiciones capacidad para diferenciarse en células de diferentes
linajes (Korbling and Estrov, 2003). Asi, las células madre hematopoyéticas han sido capaces de
diferenciarse en diversos tejidos, entre ellos endotelio, musculo cardiaco, musculo estriado,

hepatocitos, neuronas, piel e intestino (Rafii and Lyden, 2003).

Mecanismo de accion

Actualmente se han demostrado efectos beneficiosos de las ASC en diversas patologias, pero
todavia no se conoce con exactitud los mecanismos mediante los cuales las células trasplantadas
podrian mejorar o promover la regeneracién de los tejidos. Existen varias hipdtesis basadas en
las evidencias existentes que incluyen fendmenos como la transdiferenciacion celular, la fusion
de células y un efecto autocrino/paracrino secundario a la liberacién celular de diversas
moléculas solubles o citocinas con acciones especificas, que incluyen varios factores de
crecimiento, incluso pudiendo suceder varios de estos mecanismos a la vez (Ratajczak et al.,
2012). Las ASC transplantadas se estimulan mediante factores liberados por las células
residentes o por contacto con ellas, de esta manera se diferencian en el tipo celular local
circundante, integrandose asi en el lugar apropiado para desarrollar una accién regenerativa

(Lechner and Habener, 2003).

Mediante un mecanismo paracrino se liberan factores solubles que actuan localmente
estimulando las células residentes. Estos productos solubles pueden también afectar, de manera
autocrina, a las propias células trasplantadas que los secretan, modulando su biologia y
favoreciendo la autorrenovacidn, proliferacién y continuidad de sus funciones (Gnecchi et al.,

2008).

Las ASC pueden contribuir a la regeneracion de tejidos mediante diversas acciones, entre las
gue destacan la diferenciacién en células del tejido dafiado, lo que podrian realizar mediante los
fendmenos de transdiferenciacion o fusidn celular. La integracidon en el tejido lesionado con
emision de sefales que favorezcan el reclutamiento en ese lugar de otras células madre o
progenitoras que participen en la regeneracion de los tejidos, accién que podrian realizar

mediante la liberacién de moléculas solubles con efectos autocrinos/paracrinos. El
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mantenimiento de su propia autorrenovacion, proliferacién y diferenciacidon para cumplir las
funciones fisioldgicas del tejido en el que se encuentran. Ademas de un efecto antiinflamatorio,
de inhibicion de la apoptosis y de incremento de la vascularizacién del tejido dafiado. Por ultimo
poseen también propiedades de citoproteccidén y estimulan las células sanas presentes en la

region lesionada (Gnecchi et al., 2008; Ratajczak et al., 2012).

Encontramos dos tipos de ASC, dependiendo del origen de las mismas:

Células Madre Hematopoyéticas (HSC)

Desde hace mas de 50 afios se han estado utilizando clinicamente las HSC provenientes de la
médula ésea y, mas recientemente, las obtenidas de la sangre periférica o de la sangre del
corddn umbilical, para el tratamiento de leucemias, linfomas y otros tipos de patologias

(Gratwohl et al., 2002).

Dentro del grupo de las HSC existen diferencias en cuanto al grado de auto-renovacion (Ema
et al., 2005), diferenciacion celular (Muller-Sieburg et al., 2012) y vida util (Yang et al., 2005).
Estas células se diferencian tanto al linaje linfoide (linfocitos y células natural killer) como linaje
mieloide (eritrocitos, plaquetas, monocitos, etc.) y se han establecido clasificaciones aun mas
detallas basandose en sus periodos de diferenciacidn, clasificandolas como HSC de corto , medio

y largo plazo (Ema et al., 2014).

Las HSC se utilizan generalmente en infusion intravenosa con el fin de restablecer la funcidn
medular en pacientes con médula dsea no funcional. Las células pueden obtenerse del propio
paciente (autdlogas) o de un donante de la misma especie (alogénico), relacionados o no. Se
utiliza principalmente para el tratamiento de enfermedades hematolégicas malignas vy
correccién de alteraciones hereditarias de células derivadas de la médula dsea como leucemias,
mielomas, linfomas, anemias apldsicas, sindromes mielodisplasicos y enfermedades genéticas

diversas (O'Brien and Rizzieri, 2013).

Krause y colaboradores llevd a cabo estudios en ratas con células hematopoyéticas derivadas
de médula ésea en diferentes dérganos, éstas dieron lugar a células epiteliales foliculares,
glandulas sebdaceas, queratinocitos epidérmicos e incluso células dendriticas. Por lo que
sugirieron que las HSC podrian emplearse en el tratamiento de heridas cutaneas (Krause et al.,
2001). Por otra parte, la aplicacion tdpica de estas células en heridas quirurgicas excicionales de
espesor completo en ratas diabéticas, resultaron en un alto porcentaje de cierre de las mismas

(Chan et al., 2007).
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Células Madre Mesenquimales (MSC)

Las células madre mesenquimales (MSC) poseen caracteristicas multipotenciales y las
encontramos en tejidos de origen mesodérmico como la médula dsea, la placenta (Timmins et
al., 2012), el cordén umbilical (Yang et al., 2012), el musculo esquelético (Jackson et al., 2011), la
capsula sinovial (Jones and Pei, 2012), el liquido sinovial (Jones et al., 2008) y el tejido adiposo

(Black et al., 2008; Yarak and Okamoto, 2010).

Se ha descrito que las MSC se pueden diferenciar en multiples linajes celulares diferentes,
entre los que se encuentran los osteoblastos, condroblastos, adipocitos, tenocitos y miocitos

(Krampera et al., 2006).

En el afio 1974 fueron descritas por Friedenstein y colaboradores (Friedenstein et al., 1974) y
desde entonces se consideran como una buena opcidn terapéutica para diversas patologias ya
gue estdn presentes en gran cantidad de drganos y tejidos conectivos postnatales, y no estan
sujetas a las mismas restricciones éticas que las células madre embrionarias (Mizuno et al.,

2012).

En cuanto a la actividad inmunomoduladora de las MSC, estas participan tanto en la
inmunidad innata como en la adquirida. Una de las principales maneras que tienen estas células
para regular la actividad inmune es mediante la secrecién de moléculas solubles y citoquinas que

participan en la inmunosupresién (Dorronsoro et al., 2013).

La Sociedad Internacional de Terapia Celular (ISCT), cita una serie de caracteristicas que deben
cumplir estas células. Entre ellas se encuentra su morfologia fibroblastica y aspecto fusiforme,
siendo capaces de adherirse al soporte de cultivo cuando se mantienen en cultivo de tejidos
estandar. Ademas, mas del 95 % de estas células deben expresar los antigenos de superficie
CD73, CD90 y CD105 vy ser negativas para CD45, CD34, CD14 o CD11b, CD79a o CD19 y HLA -Il.
Por ultimo, bajo condiciones estandar de diferenciacién in vitro, deben tener la capacidad de

diferenciarse en osteoblastos, adipocitos y condroblastos (Dominici et al., 2006).

En medicina humana, las MSC se utilizan cada vez mas para el tratamiento de enfermedades
cardiovasculares, ya que podrian aumentar la funcién miocardica tras un infarto (Hare and
Chaparro, 2008), en enfermedad inflamatoria intestinal, existen datos preliminares de su
capacidad para reparar Ulceras y fistulas (Garcia-Olmo et al., 2005), en diabetes mellitus, donde
podrian mejorar el perfil glucémico por un incremento en el nimero de islotes pancreaticos (Lee
et al., 2006), en enfermedades del aparato locomotor como osteopetrosis, osteogénesis
imperfecta, hipofosfatasia infantil, artrosis, etc. (Ma and Mao, 2012), en patologias oculares

como traumatismos, quemaduras, sustancias quimicas, sindrome de Stevens Johnson o
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penfigoide ocular y en enfermedades neuroldgicas como enfermedad de Parkinson, esclerosis
lateral amiotrdéfica, enfermedad de Alzheimer, esclerosis en placas, infartos cerebrales o lesiones

medulares (Prosper et al., 2006).

Las MSC intervienen en mayor o menor grado en todas las fases del proceso de cicatrizacion
cutdnea. Pueden atenuar directamente el proceso inflamatorio mediante la disminucidn de la
secrecion de citoquinas pro-inflamatorias como el TNF-a y el interferén y (Kim et al., 2013), y de
citoquinas anti-inflamatorias como la IL-10 y la IL-4 (Aggarwal and Pittenger, 2005). Por lo tanto,
las propiedades anti-inflamatorias de las MSC incrementan la importancia de su uso en el
tratamiento de heridas crdénicas. Particularmente la vasculogénesis y la angiogénesis, que son
pasos cruciales en el proceso de cicatrizacién de heridas, también son estimuladas por factores
paracrinos liberados por las MSC, como el IGF-1, PDGF-BB, VEGF o bFGF (Chen et al., 2008).
Ademas, las MSC poseen propiedades antibacterianas, mediante la secrecién de factores
antimicrobianos o indirectamente mediante la secrecién de factores inmunomodulativos que
regulan el proceso de fagocitosis y la destruccién bacteriana (Mei et al., 2010) vy, finalmente,
promueven la proliferacion de fibroblastos, acelerando el cierre de heridas cutaneas (Maxson et

al., 2012).

Gracias a sus propiedades regenerativas e inmunomoduladoras, las MSC suponen una opcién
atractiva para la reparacién cardiovascular. En estudios preclinicos, se vié que las MSC
mejoraron la reparacién cardiaca después de su administracion (Zhang et al., 2006). Las MSC se
han utilizado para tratar a pacientes con infartos agudos y crénicos de miocardio, con mejoras

significativas en las funciones cardiacas (Zeinaloo et al., 2011).

La recuperacion neurolégica, tras un trasplante de células madre en un modelo animal con
isquemia, demuestra su eficacia y seguridad (Hess and Borlongan, 2008). Varios estudios en
ratones han mostrado que, en general, el trasplante de MSC en la corteza de una arteria
cerebral media ocluida puede dar lugar a la recuperacion de la funcidn neuroldgica (Ding et al.,
2007). Se ha visto que las MSC migran a la zona isquémica y se diferencian en neuronas, células

gliales y otros tipos de células neuronales.
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El grupo de investigadores de Yang y colaboradores han publicado recientemente datos
impresionantes donde el trasplante de MSC puede ser una posible estrategia para promover la
regeneracion de la fibra corticoespinal y mejorar la funcién locomotora tras la transeccion de la
médula espinal en ratas comparandolas con un grupo control. Los resultados mostraron un
aumento del nimero de axones regenerados en la zona corticoespinal de la zona alrededor de la
lesién. Se observd migracién de MSC de la zona de implantacion a la lesion, y dedujeron que la
liberacion de citoquinas y factores de crecimiento de las células madre era el mecanismo clave

para la progresién de la fibra corticoespinal (Yang et al., 2008).

La enfermedad de Parkinson es un trastorno neurodegenerativo definido por la pérdida
progresiva de la funcidon dopaminérgica (Yasuhara and Date, 2007). El grupo de investigadores
de Fu y colaboradores ha mostrado, en un modelo de rata con enfermedad de Parkinson, a las
gue se les realiza una implantacién de MSC en el cuerpo estriado, una mejora parcial de la lesiéon

inducida por actividad rotatoria inducida por D-anfetamina (Yan et al., 2013).

La diabetes mellitus tipo | o diabetes juvenil es una enfermedad autoinmune de las células
beta productoras de insulina del pancreas (Atkinson and Eisenbarth, 2001). Algunos estudios han
demostrado que la aplicacién de células de diversas fuentes (embrionarias, pancreaticas,

hepaticas, médula ésea y cordén umbilical) originan la produccidn de insulina (Hori et al., 2005).

La artritis reumatoide es una enfermedad autoinmune inflamatoria sistémica crénica que
afecta a numerosos tejidos y érganos, pero las articulaciones sinoviales son las mas afectadas,
entre ellas las articulaciones pequefias diartrodiales de las manos y pies (Scott et al., 2010). La
progresion de la patologia resulta en la destruccién del cartilago articular. Como resultado, la
artritis reumatoide puede ser una enfermedad candidata para la reparacién articular a través de
las MSC debido a sus propiedades antiinflamatorias e inmunosupresoras mediante la
modulacién de la proliferacion de células T y B y la produccién de citoquinas en un complejo

mayor de histocompatibilidad de manera independiente (Ren et al., 2008).

La necrosis avascular de la cabeza femoral, es una enfermedad degenerativa progresiva que
resulta de la interrupcidn del suministro de sangre al hueso y, si no se trata a tiempo, conduce al
colapso total de la cabeza femoral finalmente, y requiere el reemplazo total de la cadera en
medicina humana o en algunos casos, la exéresis de la cabeza femoral en medicina veterinaria
(Wang et al., 2005). El injerto de médula dsea autdloga con MSC se ha usado para el tratamiento

de dicha enfermedad desde 1991 obteniendo buenos resultados a corto plazo (Chan et al.,
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1991). Se han llevado a cabo diversas investigaciones preclinicas usando diversos modelos
animales para evaluar la eficacia terapéutica de las MSC en el ratdn (Cui et al., 2006), conejo (Li
et al., 2011), perro (Peng et al., 2011) y ovejas (Feitosa et al., 2010), indicando que el trasplante
autdlogo o alogénico de MSC, es capaz de sobrevivir, proliferar y diferenciarse en osteoblastos
directamente en la cabeza femoral necrdtica después del trasplante, observandose una mejora
en la reparaciéon de la necrosis y una mejora de la regeneracion dsea. Ademas, las MSC
intravenosas implantados muestran buen resultado migrando y reparando los tejidos

lesionados.

Otra enfermedad importante por ser la mas frecuente de las patologias degenerativas, es la
osteoartrosis. Se caracteriza por la degeneracidn del cartilago articular, acompafiada de
esclerosis ésea subcondral e inflamacién sinovial (Gharbi et al., 2011). Un estudio evalud de
manera objetiva mediante una plataforma de fuerza, el efecto la infiltracidn intraarticular
autdloga de MSC derivadas de tejido adiposo inguinal, en combinacién con PRGF en perros con
OA, obteniendo una mejora de todos los parametro valorados (pico de fuerza vertical e impulso
vertical) a 1, 3, y 6 meses post-infiltracion, sin la aparicion de efectos secundarios (Vilar et al.,

2013).

El musculo esquelético tiene una gran capacidad regenerativa, atribuida a la diferenciacién de
las “células satélite” multipotenciales, pero recientemente se han descrito otros linajes de
células progenitoras quiescentes en el musculo, son las “MDSC” (Muscle Derived Stem Cells).
Este efecto regenerativo de las células mesenquimales, se debe mds a su capacidad inductora
sobre otras células progenitoras, como las células satélite (que serian las que se diferenciarian
hacia mioblastos), que a su propia capacidad de diferenciacién o de generar fendmenos de
fusién celular. Ante la aplicacion de las células madre en la curacion del musculo, se ha
demostrado que en respuesta a la lesién, no sélo las células madre especificas del musculo sino
también las no especificas, participan en el proceso de reparacion invadiendo el area lesional,
diferenciandose en células satélite y finalmente participando en la reparacion del musculo

esquelético (Charge and Rudnicki, 2004).

Podemos obtener MSC de diversas fuentes del organismo adulto (Tabla 12), dentro de las
cuales, las mas frecuentes son médula dsea, placenta (Timmins et al., 2012), cordén umbilical

(Yang et al., 2012), musculo esquelético (Jackson et al., 2011), capsula sinovial (Jones and Pei,
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2012), liquido sinovial (Jones et al., 2008) y tejido adiposo entre otros (Black et al., 2008; Yarak

and Okamoto, 2010). En la tabla 12 se ofrece un resumen de las mismas.

Tabla 12. Fuentes de obtencidn clinicas de las MSC (Nuschke 2014).

Fuente de MSC Método obtencion Marcadores de superficie

+CD13, CD44, CD73, CD90,CD105,
Médula dsea Aspirado de médula dsea en huesos CD29

-CD34, CD45, CD14
+CD13, CD44, CD73, CD90,CD105,
Tejido adiposo Liposuccidn,biopsias tejido adiposo CD9, CD29, CD106
-CD34, CD45, CD133, CD144, CD14

L L . . +CD44, CD29, CD105, CD90, CD144
Placenta Liquido amnidtico o tejido placentario
-CD14, CD34, CD45, CD117
Cordén +CD73, CD105, CD44, CD29
Corddn umbilical,sangre del corddn o gelatina de Wharton
-CD45, CD34, CD14

Sangre Mobilizaciéon de MSC en sangre (inyecciones de G-CSF) +CD73, CD90, CD105, CD44, CD166
periférica recogidas mediante centrifugacion -CD34, CD45, CD14

Se trata un tejido complejo compuesto por células hematopoyéticas (precursores y células
diferenciadas) y una mezcla heterogénea de células estromales. En el estroma se incluyen
adipocitos, reticulocitos, células endoteliales y células fibroblasticas, que estan en contacto con
los elementos hematopoyéticos. Se considera una de las fuentes principales para el aislamiento
de diversos tipos celulares. Se ha demostrado que entre las células del estroma, se encuentran
una poblacion celular de células mesenquimales derivadas de médula ésea (BMSC) (Caplan,

1991).

La médula ésea como fuente de obtencidn presenta una principal ventaja, la posibilidad de
aislar células con alta eficiencia y capacidad de diferenciacién. En cambio, también posee dos
limitaciones importantes, la primera es que la toma de la muestra es un procedimiento invasivo
y la segunda es la elevada correlacion inversa existente entre la edad y el potencial de
diferenciacion de las MSC, lo que dificulta su utilizacidon en pacientes de edad avanzada (Wan,

2013).

Este tipo de células suponen una fuente de facil acceso y expansion in vitro, ademas de
poseer un potencial inmunogénico bajo, estas dos caracteristicas hacen que se empleen con

frecuencia (Zou et al., 2010).

Tras la administracion de BMSC alogénicas de forma sistémica no se ha observado ningun

rechazo o si este ha estado presente ha sido muy leve, favoreciendo su uso en heridas cutdneas
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(Mansilla et al., 2005). Un estudio experimental en ratas demostré que las BMSC contribuyeron
a la recuperacion de la poblacion de fibroblastos dérmicos en heridas cutdneas. Adicionalmente
demostraron que las BMSC expresaban una mayor cantidad de colageno, FGF y VEGF comparado
con los fibroblastos dérmicos nativos, lo que demuestra el potencial que poseen en la
aceleracién del proceso de cicatrizacién cutanea (Fathke et al., 2004). Los mecanismos que
contribuyen a la mejora de la cicatrizacién cutanea varian ligeramente en las BMSC. En vez de
producir factores de crecimiento, mejoran la cicatrizacién cutanea acelerando la reepitelizacion,
incrementando la angiogénesis y diferencidandose en células epiteliales que expresan el

marcador especifico de queratina (Wu et al., 2007).

La evidencia preclinica también apoya el uso terapedutico de las BMSC, ya que la inyeccién de
BMSC humanas en heridas incisionales mejora el cierre de éstas aportandoles una mayor fuerza
tensil y una reduccién significativa de la formacion de cicatriz en conejos (Stoff et al., 2009). En
otro estudio se aplicaron BMSC en heridas excisionales de espesor completo en ratones y
observaron que estas heridas cicatrizaban con mayor facilidad ademas de presentar una menor

reaccion inflamatoria (Chen et al., 2009).

Con respecto a la administracién de BMSC en formas diferentes, destacar el estudio llevado a
cabo por Falanga y colaboradores en ratones y humanos que emplearon de forma satisfactoria
BMSC autdlogas en forma de spray para mejorar la cicatrizacién de heridas agudas y heridas
cronicas. El empleo de dichas células en spray podria facilitar el uso clinico en terapias basadas

en MSC (Falanga et al., 2007).

La aplicacion de las BMSC en cicatrizacion cutanea ha sido planteada en el manejo de
diferentes condiciones clinicas. Badiavas y colaboradores mostraron que la aplicaciéon autdloga
de BMSC impreganadas en matrices de colageno daba lugar a una reduccién del tamaiio de la
herida, un incremento de la vascularizacién de la dermis y un incremento del grosor cutaneo en
pacientes con Ulceras crénicas en la pierna, que no respondian a tratamientos convencionales

durante mas de un afo (Badiavas and Falanga, 2003).

A pesar de los estimulantes resultados tanto de estudios clinicos como preclinicos, todavia
existen retos en el uso terapeutico de las BMSC en heridas cutdneas. Las MSC deben expandirse
en cultivos hasta alcanzar un nimero suficiente para su aplicacidn tépica y tienen que crecer en
la herida para conseguir su objetivo terapeutico. Aunque no supone un problema para el
tratamiento de heridas crénicas pequefias, el hecho de necesitar un nimero mas elevado de
células para tratar heridas de gran superficie es todavia un reto hoy en dia. Adicionalmente, en

respuesta a quemaduras graves y traumatismos se ha observado una supresién de médula ésea
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debida a una sepsis o por toxicidad de la sulfadiazina, dando lugar a un nimero reducido de
células, y por lo tanto, limitando el potencial de la aplicacion clinica de BMSC en estas
situaciones (Badiavas and Falanga, 2003; Butler et al., 2010). Ademas, la fuente de BMSC
disminuye de forma significativa con la edad y este hecho se considera que limita la aplicacion

de BMSC autdlogas en heridas crénicas de pacientes mayores (Rao and Mattson, 2001).

Las MSC provenientes de corddén umbilical (UCMSC) se pueden aislar de froma no invasiva ni
dolorosa y con minima contaminacién. Ademds poseen una alta tasa de proliferacién vy
expansion, por lo que han mostrado un gran potencial clinico en medicina regenerativa (Li and
Cai, 2012). Dentro del cordén umbilical, estas células se pueden aislar de diversas regiones como
subendotelio de la vena, sangre del cordén umbilical, regiones perivasculares y gelatina de
Wharton. Aqui es donde se obtienen cantidades mayores de células y con unas tasas de

derivacién a MSC mas altas (Troyer and Weiss, 2008).

Las UCMSC se consideran la mayor fuente de células madre con estado inmune nativo y la
sangre de corddn umbilical humano es una fuente rica en células madre hematopoyéticas utiles
para el tratamiento de diversas enfermedades pediatricas y adultas. A pesar de ello, existe
controversia sobre la presencia de MSC en la sangre del cordon umbilical (Rao et al., 2012).
Mortier y colaboradores aislaron células madre de corddén umbilical y pudieron diferenciarlas
posteriormente en células epiteliales in vitro. Este mismo estudio apoyd la propuesta de que las
UCMSC podrian ser empleadas como material inicial para la expansion de las células necesarias
para el tratamiento de grandes defectos cutaneos (Mortier et al.,, 2010). De todas formas, el
trasplante o trasfusién de UCMSC puede dar lugar a rechazos inmunolégicos debido a su
naturaliza alogénica y, por este motivo, la inmunogenicidad de las mimas deberia ser evaluada

minuciosamente antes de cualquier aplicacion clinica de las mismas (Teng et al., 2014).

Las células mesenquimales derivadas de la placenta, son facilmente accesibles, la recogida del
donante no es invasiva ni dolorosa, no presenta controversias éticas y, ademas, se pueden aislar
con minima contaminacién y tienen baja inmunogenicidad al igual que las derivadas de corddn
umbilical. A pesar de ello, las células mesenquimales derivadas de placenta tienen una mayor
capacidad proliferativa, se dividen mas rapidamente, su tasa de apoptosis es menor y presentan

mayor cantidad de células en fase mitética (Zhu et al., 2013a).
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Dentro del tejido placentario, se ha prestado especial atencidon a la membrana amnidtica. En
ella se han aislados dos poblaciones celulares con caracteristicas de células madre (Insausti et

al., 2010):

Las células epiteliales conocidas como “Human Amniotic Epithelial cells”, que poseen
caracteristicas muy parecidas a las células madre embrionarias, expresando marcadores
antigénicos embrionarios, factores de transcripcion propios de células pluripotenciales vy
caracteristicas de diferenciacién hacia las tres capas embrionarias (ectodermo, endodermo vy
mesodermo) y las células mesenquimales, obtenidas del estroma mesodérmico y denominadas
“Human Amniotic Mesenchymal Stem or Stromal cells”, las cuales son células con caracteristicas

multipotenciales (Insausti et al., 2010).

La gran capacidad de regeneracion de las células madre derivadas de musculo esquelético se
debe a la presencia de células madre musculares, entre ellas las células satélite que son capaces
de regenerar musculo y poseen propiedades de autoregeneracién, pero solo estdn asociadas al
linaje miogénico, y las células mesenquimales derivadas del tejido muscular que presentan una
mayor capacidad de regeneracion y pueden diferenciarse en multiples linajes (Qu-Petersen et

al., 2002).

Diversos estudios experimentales han demostrado su capacidad de regenerar musculo
esqueléticos y cardiaco, hueso, cartilago articular, e incluso reponer médula ésea de ratones

irradiados letalmente (Kuroda et al., 2006; Lavasani et al., 2014).

Las células madre mesenquimales derivadas de grasa (AMSC) tienen una morfologia
fibroblastica y una elevada capacidad de proliferacion in vitro (Huang et al., 2013b). La obtencion
de este tipo de células presenta una serie de ventajas frente a otras fuentes de obtencidn, ya
que el tejido adiposo es abundante y de muy fdcil recoleccién en el organismo, se puede obtener
en grandes cantidades, con anestesia local y causando minimas molestias en el individuo,
ademds, este tejido posee un elevado rendimiento ya que, con cantidades muy pequefias de

muestra se puede obtener un nimero muy elevado de células (Mizuno, 2009).

En medicina humana, la grasa se obtiene mediante procedimientos de liposuccion. Técnica
que produce menor grado de molestias para el paciente y menor morbilidad en la zona donante
que otros métodos de obtencion. Previamente a su cultivo para obtener las células, se digiere
con colagenasas, se lava y se filtra (Mizuno, 2009). En cambio, en medicina veterinaria,
especificamente en la especie canina, existen diversas zonas para la obtencion de tejido adiposo,
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ya sea mediante un procedimiento quirdrgico abierto o a través de laparoscopia. Entre las
principales areas de recoleccion del tejido, encontramos el ligamento falciforme (Bigham-Sadegh
et al., 2012), la regién tordcica lateral (Haghighat et al., 2011), la regién escapular caudal (Chung
et al., 2013), la grasa intra-abdominal o subcutdnea obtenida durante cirugia de
ovariohisterectomia (Martinello et al., 2011; Reich et al., 2012), la grasa de la zona glutea (Kang

et al., 2012) y la regidn inguinal (Oh et al., 2012).

Gracias a los resultados de diversos estudios experimentales se ha demostrado que existen
diferencias en la composicion de las AMSC y su capacidad de diferenciacion en las diversas
regiones anatdmicas (Prunet-Marcassus et al., 2006). En humana, se ha visto que el tejido
adiposo muestra diferencias metabdlicas de acuerdo con la localizaciéon anatémica (Fruhbeck et
al., 2001). Ademas, la edad es otro factor que puede interferir en la composicién de las células,
ya que se ha demostrado que los individuos mas jévenes tienen un mayor nimero de AMSC en

comparacién con sujetos de mayor edad (Sharpless and DePinho, 2007).

Las AMSC son de menor tamafio si las comparamos con las BMSC ademads de poseer diferente
expresion génica y diferentes marcadores de superficie celular. Una gran ventaja de las AMSC
con respecto a las BMSC es que pueden someterse a un mayor nimero de pasajes antes de la

senescencia, lo que les proporciona una mejor tasa de proliferacion (Peng et al., 2008).

El uso de AMSC en la reparacién de heridas y regeneracion de tejido ha sido analizado en un
gran numero de estudios experimentales tanto in vivo como in vitro. Kim y colaboradores
demostraron que la aplicacién de AMSC en heridas cutdneas acelera de forma significativa la
reepitelizacién de dichas heridas mediante el estimulo de la proliferacion de fibroblastos
dérmicos gracias a un contacto directo célula con célula o por mecanismos paracrinos que
estimulan la secrecién de una gran variedad de factores de crecimiento como el PDGF, FGF y
TGF-f (Kim et al., 2007). En heridas cutdneas de espesor completo, en un modelo experimental
con ratas, las AMSC estimularon en el proceso de neovascularizacion y aceleraron el cierre de las
heridas como resultado de la secrecién de HGF, VEGF-A, y FGF-2. Este estudio también desvelé
el gran potencial de diferenciaciéon que presentan las AMSC en células epiteliales y endoteliales,
apoyando una vez mas el uso de las mismas en la regeneracion de tejidos (Nie et al., 2011). Las
funciones tréficas de las AMSC también pueden contribuir en el proceso de cicatrizacién
cutanea. Maharlooei y colaboradores, en un modelo experimental de ratas diabéticas,
observaron que la administracidon local de AMSC aceleré el cierre de heridas cutaneas de

espesor completo (Maharlooei et al., 2011).
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Este tipo de células también pueden ser empleadas en ingenieria tisular para la produccién de
sustitutivos de piel in vitro (Trottier et al., 2008). La aplicacidon tépica de AMSC humanas
cultivadas en un scaffold de fibrina mostré una mejora en la reparacion de las heridas cutaneas
y, adicionalmente, estas células demostraron ser capaces de diferenciarse y contribuir a la
formaciéon de componentes fibrovasculares, endoteliales y epiteliales del tejido reconstituido
(Altman et al., 2009). Se especula que el mecanismo de cicatrizacidn llevado a cabo por las AMSC
es el siguiente: Las AMSC contribuyen a la reparacién cutanea y a la regeneracion tisular
mediante la secrecién activa de factores de crecimiento, como el VEGF y el HGF, y con ello
promueven el proceso de angiogénesis y la proliferaciéon de queratinocitos o de fibroblastos
dérmicos (Salgado et al., 2010). Las AMSC también se pueden emplear como sustitutos de
fibroblastos en ingenieria cutdnea para injertos, gracias a la demostracién de Blasi y
colaboradores sobre las propiedades antiinflamatorias, avasculogénicas y angiogénicas de las

mismas (Blasi et al., 2011).

Una vez obtenidas las MSC de tejido adiposo pueden ser criopreservadas hasta 6 meses
garantizando que estas mismas células son accesibles y viables para su uso terapedtico en el
futuro (Gonda et al., 2008). Se ha demostrado que el PRP mejora la proliferacion de las AMSC
humanas y diversos estudios promueven su utilizacién para ingenieria de tejidos blandos vy
cicatrizacion de heridas (Kakudo et al., 2008). Dichas células pueden promover la proliferacion
de fibroblastos dérmicos mediante el contacto directo con células o a través de la activacidn
paracrina en la fase de reepitelizacién de la cicatrizacidon cutanea y estimulan la cicatrizacion
cutadnea gracias a la migracion epitelial, la angiogénesis con una mayor tasa de cicatrizacion y la

menor formacion de tejido cicatricial (Kim et al., 2007).

El uso de AMSC también ha sido testado para el retraso de la formacién de arrugas foto-
inducidas tanto in vitro como in vivo. En un estudio en el que se cultivaban fibroblastos dérmicos
humanos con AMSC y se exponian a radiacion ultravioleta, se observé una menor tasa de
proliferacién en los cultivos control, mientras que aquellos que fueron cultivados con AMSC no
se vieron afectados por la radiacién. Este mismo estudio in vitro fue reproducido in vivo en ratas
a las cuales se les inyectaron AMSC de forma subcutdnea y, posteriormente, se expusieron a luz
ultravioleta durante 8 semanas. Dicho estudio preclinico resulté en un retraso en la formacién
de arrugas en las ratas tratadas con AMSC comparado con las ratas control, lo cual sugiere un

posible efecto paracrino de las AMSC (Kim et al., 2009b).

Las AMSC pueden iniciar o estimular la regeneracion tisular mediante dos mecanismos

distintos, gracias a la diferenciacion directa en células de la piel o por la secrecién de factores
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paracrinos, que inician el proceso de cicatrizacién a través del reclutamiento de células madre

endogenas y células endoteliales y regulando la respuesta inflamatoria (Hassan et al., 2014).

También encontramos estudios preclinicos en la especie canina, como el estudio experimental
de Kim JH y colaboradores los que generan heridas de espesor completo en el dorso de beagles
e infiltran intradermicamente distintas concentraciones de MSC alogénicas. La evolucion se
realizd a 7, 14, 21 y 35 dias tanto macro como microscépicamente. Dicho estudio obtuvo los
siguientes resultados: las heridas tratadas con MSC mostraron un cierre cutdneo mas rapido
comparado con las heridas control gracias a la estimulacidn de la reepitelizacion por parte de las
MSC, se hayd una proliferaciéon de los queratinocitos mds activa en las heridas infiltradas con
MSC, detectado mediante inmunohistoquimica; en las evaluaciones microscépicas con la tincidn
tricrdmica de masson las heridas tratadas con MSC mostraron una mayor deposicion de
colageno lo que indica una estimulacién de la proliferacion de fibroblastos resultando en una
formacion de tejido de granulacién mas intensa, el proceso de angiogénesis también se vid
estimulado en las heridas tratadas con MSC, ya que las MSC pueden atraer macréfagos y células
endoteliales vasculares al tejido dafiado mediante la liberacién de diversos factores angiogénicos
(Kim et al., 2013). La expresion de bFGF en las heridas tratadas con MSC estaba incrementada
hecho que podria ayudar a la neoformacién de vasos sanguineos y a la produccién de fibras de
colageno , adicionalmente también se observé un incremento de metaloproteinasas de matriz
(MMP), que juegan un papel crucial en el control de la degradacién de colageno y en la
remodelacion de las heridas previniendo la formacién de cicatrices hipertréficas y la contraccion
excesiva, manteniendo una buena apariencia estética y una buena funcionalidad (Kim et al.,
2013). También se demostré que las MSC regulaban la expresidn de citoquinas pro-
inflamatorias, disminuyendo la inflamacién local. Finalmente se concluyé que no existian
diferencias significativas entre las diferentes concentraciones de MSC empleadas (Kim et al.,
2013), hecho que se contradice con el estudio de Falanga, un estudio clinico humano que reveld
una fuerte correlacidn entre el nUmero de células y el indice de curacién de ulceras. Este mismo
estudio sugirié que al menos se necesitan mas de 1 x 10° células/cm” de herida para conseguir

un efecto terapedutico significativo (Falanga, 2005).

El retraso en la cicatrizacién junto con la formacion de cicatriz son las complicaciones mas
frecuentes que encontramos tras una intervencién quirurgica, por ello el estudio de Reckhenrich
y colaboradores evalud el efecto de suturas quirurgicas biodegradables que rellenaron con
AMSC en muestras de piel humana donde se crearon heridas cutaneas de espesor completo y
fueron cerradas mediante dichas suturas con un patrén intradérmico. Tras su evaluaciéon

demostraron que no se afecté la viabilidad celular, ademas observaron un incremento en la
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actividad metabdlica de las células a los 8 dias, lo que sugiere un incremento en la proliferacion
celular y que las AMSC incluidas en la sutura liberaban sustancias clave que interfieren en el

proceso de angiogénesis, inmunomodulacion y remodelacién tisular (Reckhenrich et al., 2014).

Las AMSC son interesantes como terapia en heridas cutaneas de multiples origenes gracias a
su facil extraccidon en grandes cantidades y a su gran capacidad de recuperacién (Hassan et al.,
2014). Dichas células estimulan la cicatrizacion cutdanea mediante su diferenciacidén en células de
piel endégenas, estimulando la migracién de células epiteliales y la proliferacién de fibroblastos,
promoviendo la angiogénesis, liberando citoquinas y factores de crecimiento y reduciendo la
formacidén de cicatriz, ademds como sabemos las podemos aplicar o bien de forma tdpica en

formas de gel o inyectadas directamente (Tartarini and Mele, 2015).

Existe gran controversia con respecto al posible efecto carcinogénico de las MSC,
encontramos estudios que sugieren la existencia de una relacion entre las MSC y su
transformacion en células malignas in vitro o inicio de cancer in vivo (Crowder et al., 2013;
Torsvik and Bjerkvig, 2013; Liu et al., 2016). Aunque es muy probable que la mayoria de estos
efectos observados se debiesen a una contaminacién cruzada de las muestras de MSC con lineas
celulares tumorales (Nicolay et al., 2015). Por otra parte, existen diversos estudios que acreditan
la capacidad de las MSC para suprimir la formacion de tumores en el contexto de diferentes
tipos de malignidad, resultando en una reduccién del crecimiento del tumor y alterando la

distribucion de su ciclo celular (Ahn et al., 2015).

Por ultimo, resulta extremadamente importante protocolizar el procesado de estas células,
con respecto al medio de cultivo a emplear y forma de aislamiento, entre otras caracteristicas
para garantizar seguridad al paciente y poder reproducir un tratamiento efectivo (Korbling and

Estrov, 2003).

Las MSC pueden ser liberadas terapéuticamente mediante infusidn sistémica y son capaces de
llegar al lugar de la lesidn o area inflamada (Kidd et al., 2009). Adicionalmente la inyeccidon
intravenosa de MSC ha demostrado producir efectos antiinflamatorios sistémicos mediante la

liberacion de diversas proteinas antiinflamatorias como el TNF-a-6 (Lee et al., 2009).

En un hospedador sin heridas la inyeccion de MSC de forma intravenosa desaparece
rapidamente de la circulaciéon e inicialmente son atrapadas por los pulmones. De 1-5 dias post-
inyeccién, las MSC comienzan a salir del pulmén y se alojan en higado, bazo, rifiones y médula

dsea. Sin embargo, tras la administracién intravenosa de las mismas células en un animal al que
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se le han realizado heridas cutaneas las MSC, en un periodo inicial, se quedan atrapadas en el
pulmén y a partir de dia 1-3 las podemos encontrar en el lugar de la herida (Kidd et al., 2009). En
un individuo sin heridas no encontramos rastros de las MSC tras 2-3 semanas post-inyeccion, en
cambio en individuos con heridas un pequeiio porcentaje de las MSC permanecen en el lugar de
la herida durante un periodo de tiempo mas prolongado contribuyendo al proceso de reparacion
cutdanea mediante la secrecidn de varias citoquinas y la transdiferenciacidon de las mismas en
tipos celulares especificos del tejido. Con lo que se concluye que las MSC se pueden administrar
de forma intravenosa en pacientes con heridas cutdneas crénicas ya que estas son capaces de
migrar desde la circulacién hasta los lugares de inflamacion y dafio tisular, ademas la
biodistribuciéon y comportamiento de las MSC pueden ser controladas mediante técnicas de
diagndstico por imagen como son la resonancia magnética (Rustad and Gurtner, 2012). Dichas
células presentan una potente propiedad angiogénica, por lo que seria interesante su aplicacion

en heridas con problemas de vascularizacién (Rustad et al., 2012).

Con respecto al tratamiento de heridas isquémicas, HU y colaboradores llevaron a cabo un
estudio randomizado controlado para evaluar el efecto de la administracion intravenosa de MSC
en colgajos cutdneos a los que se les inducia una isquemia en ratas. En dicho estudio se evalué
la cicatrizacion cutanea midiendo el porcentaje de necrosis en los colgajos, la perfusion del
colgajo y la fuerza tensil del injerto tras 14 dias. Los colgajos cutdneos isquémicos tratados con
MSC demostraron un porcentaje de necrosis significativamente menor que los controles, al
principio del estudio (dia 5) los colgajos tratados con MSC poseian una perfusion tisular
significativamente mayor, ademds de una mejor fuerza tensil comparado con los controles.
Adicionalmente mediante microscopia de fluorescencia se detectaron las MSC en las células
epiteliales y endoteliales de los colgajos. Con lo que se consiguié una mayor supervivencia de los

colgajos cutaneos y una mayor cicatrizacién cutanea (Hu et al., 2014).
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Materiales y Métodos

MATERIALES

La presente tesis doctoral estd basada en la investigacién sobre la aplicacion de Plasma Rico
en Factores de Crecimiento y Células Madre Mesenquimales derivadas de Grasa en heridas
cutaneas sobre un modelo experimental de conejo, siendo de gran importancia tanto en
medicina humana como en veterinaria en el contexto de la medicina regenerativa como

alternativa a los tratamientos convencionales de heridas cutaneas complicadas.

Se llevé a cabo un estudio experimental in vivo, aleatorio y controlado con placebo (suero
salino fisioldgico) en un modelo animal en el que se evalud el efecto de la aplicacién de Plasma
Rico en Factores de Crecimiento, Células Madre Mesenquimales derivadas de Grasa, y la
combinaciéon de ambos sobre el proceso de cicatrizacién de heridas cutaneas realizadas en
conejos mediante un procedimiento quirdrgico y en condiciones de asepsia. Las heridas
cutaneas fueron evaluadas a distintos tiempos de estudio tanto a nivel macro como

microscépico y mediante diferentes pardmetros, que seran descritos a lo largo de esta seccion.
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Este proyecto experimental (tanto la manipulacion de los animales como el protocolo de
trabajo) ha sido aprobado por el Comité Etico y de Bienestar Animal de la Universidad CEU
Cardenal Herrera, siguiendo las normas referentes al bienestar y experimentacién animal (Real
Decreto 1201/2005 sobre proteccidn de animales utilizados para experimentacion y otros Fines
Cientificos - Boletin Oficial del Estado del 21 de Octubre que adecua la directiva Comunitaria

86/609/CEE).

Se incluyeron un total de 72 animales del mismo sexo y edad, que fueron divididos en 6
grupos diferentes de forma aleatoria en funcidn del periodo de supervivencia, con el fin de

poder realizar comparaciones entre e intragrupos.

Modelo Animal

Para el desarrollo de la presente tesis doctoral se optd por la eleccion del conejo (Oryctolagus
cuniculus) como modelo animal. Se emplearon un total de 72 hembras sanas procedentes de la

Universidad Politécnica de Valencia, adultas y de raza Nueva Zelanda.

La necesidad de obtencion de cantidades considerables de sangre para la obtencién de
Plasma Rico en Factores de Crecimiento autdlogos (de cada conejo) y una cantidad de grasa
adecuada (alrededor de 20 gramos) para la obtencion de Células Madre Mesenquimales, hizo
gue nos inclindsemos a emplear el conejo como modelo animal para nuestro estudio y descartar
animales mas pequefios como la rata o el ratdn, ya que estos suelen ser empleados para
estudios en los que se aplica PRGF heterdlogo y no autdlogo debido a la imposibilidad de
obtencidn de cantidades adecuadas de sangre. Adicionalmente el tamafio muestral elegido fue
de 12 conejos por cada grupo experimental (6 grupos en total) para contrarestar posibles
diferencias entre individuos que pudiesen afectar a los resultados globales del estudio y a la vez

poder conseguir resultados estadisticamente significativos.

La eleccidn de este tipo de animales responde basicamente a las razones que se citan a

continuacion:

= Modelo animal ampliamente documentado.

= Elevada disponibilidad.

=  Facil manejo quirurgico.

= Tamaio adecuado para la obtenciéon de PRGF y AMSC.
=  Poca variabilidad genética y hormonal.

=  Amplia tolerancia de los medicamentos empleados.
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Instalaciones

Los animales fueron estabulados durante 1 semana previa al inicio del estudio en las
instalaciones de Granja Docente y de Investigacion de la Universidad CEU Cardenal Herrera en
jaulas individuales para cada conejo para conseguir una buena adaptacién de los mismos y

minimizar su estrés lo maximo posible (Figura 4).

La fase experimental quirurgica se llevé a cabo en las instalaciones del Hospital Clinico
Veterinario de la Universidad CEU Cardenal Herrera de Valencia, y una vez recuperados de la

anestesia fueron alojados en las instalaciones de la granja docente de nuestra facultad.

Durante el periodo completo de estudio, los animales fueron alimentados con agua y pienso
ad-libitum. Adicionalmente, fueron controlados diariamente mediante la evaluacién de la
condicion fisica de cada animal, toma de temperatura y control de peso para asi poder evaluar el
estado de salud y detectar algun tipo de alteracién que obligara a excluir a ese animal del

estudio.

Figura 4: Estabulacion de los animales en las instalaciones de la Granja Docente de la Universidad CEU
Cardenal Herrera.

Criterios de inclusion

Previamente a la inclusion de los animales en el estudio, se realizd a cada uno de los animales
un examen fisico completo junto con una hematologia y bioquimica sanguinea basica, con el
objetivo de confirmar que los conejos no presentaran ninguna enfermedad concomitante que
pudiese afectar al proceso de cicatrizacién de las heridas cutaneas y por lo tanto los resultados
del estudio (Tabla 13). Cualquier animal que presentase alteraciones hematoldgicas, bioquimicas

o signos de enfermedad durante la exploracidn fisica fué excluido del estudio.
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Tabla 13: Parametros hematoldgicos y bioquimicos evaluados en todos los animales.

Hematologia

_ Hematologia |
Cretinina (ma/)
Alimins (e
caio (/)
Hematocrito (%) Amilasa (U/1)
cx (U
Colsterol (me/ )
AP U1
Fostoro (ma/)
Linfocitos (%) GGT (U/1)
Monocitos (%) Glucosa (mg/dl)

Eosinéfilos (%) AST (U/1)
Granulocitos (%) ALT (U/1)

CRP (u/ml)
Proteinas Totales (g/dl)
Triglicéridos (mg/dl)
Urea (mg/dl)
Bilirrubina total (mg/dl)

MCV: volumen corpuscular medio; MCH: hemoglobina corpuscular media; MCHC: concentracion de hemoglobina corpuscular
media; CK: creatinina-kinasa; ALP: fosfatasa alcalina; GGT: gama glutamil transpeptidasa; AST: aspartato aminotransferasa;
ALT: alanino aminotransferasa.

Criterios de exclusion

Como ya hemos comentado anteriormente, cada animal del estudio fue controlado
diariamente desde la realizacidon de las heridas experimentales hasta su sacrificio segun el
tiempo de supervivencia. En cada observacion se valoré la ingesta de comida, el peso del animal,
la actividad y actitud y el estado general del paciente. La exploracién clinica se llevé a cabo
empleando los siguientes parametros indicadores de enfermedad o lesién (la valoracion se

realizd entre 0y 3).

] Peso. Las variaciones puntuales de peso podrian deberse a la cantidad de ingesta
en cada momento. Pérdida de peso constante en pocos dias podria ser indicativo
de enfermedad. Rango de valores: 0= normal, 1= <10% pérdida de peso, 2= 10-15%
pérdida de peso, 3= >20% pérdida de peso.

] Temperatura. Las temperaturas rectales se tomaron de forma individual con el uso
de termdmetros digitales. Valoracion: 0= temperatura normal y +- 19C sobre la
media grupal, 1= temperatura > 6 < de 19C sobre la media grupal. En el caso de
haber fallecido algin animal se tendria en cuenta que su temperatura puede
oscilar sustancialmente durante las 24 horas previas a su fallecimiento.

] Apariencia fisica. Estado general. 0= Normal, 1= pérdida de acicalamiento, 2= pelo

basto, secrecion nasal / ocular, 3= Pelo muy aspero, postura anormal.
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. Comportamiento. Actitud. 0= Normal, 1= Cambios minimos, animal ligeramente
apatico, 2= Anormal, movilidad reducida o inactividad, 3= Vocalizaciones,
automutilacion, letdrgico o inmovil.

Una valoracién superior a 4 en el computo total, de 2 en dos criterios o de 3 en un solo

criterio, era motivo de exclusion del animal y eutanasia del mismo.

La aparicién de infeccidon no controlable en la zona de estudio, la lesidn grave en la zona, asi
como las alteraciones graves del estado general (pérdida de peso grave, infeccién general grave,
lesiones traumaticas graves, por ejemplo fracturas, u otro tipo de alteraciones que puedan
afectar al desarrollo general del procedimiento), fueron causa de exclusion del animal. En estos

casos se procedid al sacrificio del mismo con los métodos que se comentan mas adelante.

A continuacién, pasamos a detallar los equipos, material fungible y fdrmacos empleados a los

largo del presente estudio

Equipos

Centrifuga PRGF
(Centrifuga BTI PRGF
SYSTEM®, Vitoria,
Espaiia).

Mdquina de
hematologia sanguinea
(Celltac a hematology
analyzer® 6318 J/K
NIHON KOHDEN,
Japan).

Cabina de flujo laminar
vertical con seguridad
biolégica clase Il
(Telsar Bio Il A, Telsar
Life Science Solutions,
Barcelona, Espaia).

Centro de inclusion de
tejidos

(Leica EG1160, Leica
biosystems,
Barcelona,Espafia)
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Centrifuga

(Centrifuga P Selecta®, JP
Selecta S.A, Barcelona,
Espafia).

Mdquina de Bioquimica
sanguinea

(Metrolab 2300®, Random
Access Clinical Analyzer,
Buenos Aires, Argentina).

Maquina de Anestesia
(Datex Ohmeda, Court
Louisville KY, USA)

Microtomo

Microtomo rotatorio, Leica
Biosystems, Barcelona,
Espafia)
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Robot automatico de
tincion

(Autostainer Link 48,
Dako, Barcelona,
Espafia)

Soluciones y farmacos

Clorhexidina en
solucién (Desinclorw,
Clorhexidina
Digluconato 5%, AGB,
Madrid, Espafia).

Alcohol etilico 962
(Alcohol 962 Cidarﬁ,
Murcia, Espafia).

Ketamina (Imalgene
100mg/ml Merial)

Morfina (Cloruro
morfico 2%®, B-Braun,
Melsungen, Alemania).

Cefovecina sédica
(Convenia 80mg/ml,
Zoetis, Bélgica)

Tincion Hematoxilina-
Eosina

(Dako, Barcelona,
Espafia)

Escaner digital muestras
(Pannoramic digital slide
scanner, 3D HISTECH,
Budapest, Hungary)

Clorhexidina jabonosa
(Desinclorm, Clorhexidina
Digluconato 4%, AGB,
Madrid, Espafia).

Cloruro calcico (CaCl,®, B-
Braun, Melsungen,
Alemania)

Dexmedetomidina
(Dexdomitor®, 0,5mg/ml
Esteve Veterinaria, Madrid,
Espania).

Sevoflurano 100%
(Sevoflo®,
EsteveVeterinaria,
Barcelona, Espafia).

Meloxicam inyectable
(Metacam® 5 mg/ml,

Boehringer Ingelheim,
Ingelheim, Alemania).

Tincidén Tricromico de
Masson
(Dako,Barcelona, Espafia)
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Material fungible

Tubo de EDTA 0,5 ml
(AQUISEL K3E/EDTA 3K,
AQUISEL, Barcelona,
Espafia).

Tubos Eppendorf.de 1,5
ml (Eppendorf®, Alvet
Plus, S.L, Valencia,
Espafia).

Agujas de 20G y 25G
(Sterican®, B-Braun,
Melsungen, Alemania).

Jeringuillas de 1 mi
(Jeringas hipodérmicas
Injekte. B-Braun,
Melsungen, Alemania).

Puntas estériles con
filtro (BiosphereR Filter
Tips®, SARSTEDT, USA).

Micropipeta de 1000 pL
(Exacta®, Madrid,
Espafia).

Portamuestras
(Cassettes, Diapath,
Italia).

Tubos Heparina Sédica 1 mi
(AQUISEL®, LH/Li HEPARIN,
AQUISEL, Barcelona,
Espafia).

Tubos citrato sédico
(P.R.G.F. Collection tuve.
Sodium citrate 3,8%. BTI®,
Vitoria, Espafia).

Tubos estériles (PRGF)
Fractionation tube no
aditive®, BTI, Vitoria,
Espafia).

Adaptador macho-macho
(Combifix-adapter®, B-
Braun, Melsungen,
Alemania).

Palomillas (Venifix®, B-
Braun, Melsungen,
Alemania).

Micropipeta de 200 pL
(Exacta®, Madrid, Espafia).

Tubos sin anticoagulante
((BD. Vacutainer®, Plymouth,
UK).
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Esponja de Poliuretano Sutura Poligluconato
(Mepilex border Ag® (Monosyn 3/0, Braun,
Molnlycke Health Care, Barcelona, Espafia)

Madrid, Espafia). d
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METODOS

Disefio experimental

Se llevé a cabo un estudio experimental controlado con un total de 72 conejos adultos
hembra procedentes de granja controlada. Los animales se dividieron de forma completamente
aleatoria en 6 grupos de estudio en funcién del periodo de supervivencia de los mismos ( 1, 2, 3,
5, 7 y 10 dias), obteniendo un total de 12 conejos por grupo. Tras el periodo de aclimatacién de
1 semana, se procedid a la realizacidn bajo anestesia general de cuatro heridas cutdaneas en cada
uno de los conejos, cuyo proceso serd detallado con posterioridad, y se procedié a la infiltracion

de cada una de las heridas con uno de los tratamientos a estudiar:

= Grupo AMSC. Herida 1: Infiltracién con Células Madre Mesenquimales derivadas de
Grasa (AMSC).
= Grupo AMSC+PRGF. Herida 2: Infiltracion con AMSC y Plasma Rico en Factores de

Crecimiento (PRFG).
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=  Grupo PRGF. Herida 3: Infiltracién con PRGF.

=  Grupo PCB. Herida 4: Infiltracidn con suero salino fisioldgico (SSF).

En la tabla 14 se muestra la distribuciéon final de los seis grupos de estudio en funcién del
periodo de supervivencia de los animales. Destacar que todos los animales fueron infiltrados con

el correspondiente tratamiento en una sola ocasién, y de manera intraquirurgica.

Tabla 14: Distribucién de conejos por grupo y tiempo de supervivencia.

T 2 TRATAMIENTO

AMSC+PRGF1 1 AMSC+PRGF
AMSC1 12 1 AMSC
PRGF1 12 1 PRGF
PLACEBO1 12 1 SSF
AMSC+PRGF2 12 2 AMSC+PRGF
AMSC2 12 2 AMSC
PRGF2 12 2 PRGF
PLACEBO2 12 2 SSF
AMSC+PRGF3 12 3 AMSC+PRGF
AMSC3 12 3 AMSC
PRGF3 12 3 PRGF
PLACEBO3 12 3 SSF
AMSC+PRGF5 12 5 AMSC+PRGF
AMSC5 12 5 AMSC
PRGF5 12 5 PRGF
PLACEBOS 12 5 SSF
AMSC+PRGF7 12 7 AMSC+PRGF
AMSC7 12 7 AMSC
PRGF7 12 7 PRGF
PLACEBO7 12 7 SSF
AMSC+PRGF10 12 10 AMSC+PRGF
AMSC10 12 10 AMSC
PRGF10 12 10 PRGF
PLACEBO10 12 10 SSF

AMSC: Células Mesenquimales derivadas de Grasa, PRGF: Plasma Rico en Factores de Crecimiento

Preparacion del paciente y procedimiento anestésico

Los animales fueron sometidos a un periodo de ayuno tanto sélido como liquido de apenas 2
horas ya que ayunos mas prolongados tienen efectos negativos sobre la funcionalidad digestiva
de esta especie. Antes de iniciar la preparacion del conejo, se procedié al pesaje e identificacion

en la cara interna del pabelldn auricular de cada unos de los animales.

Una vez pesados e identificados los animales se procedié a la sedacién de los mismos
mediante la inyeccién intramuscular de dexmedetomidina (10mcg/kg), Ketamina (20mg/kg) vy
morfina (0,2 mg/kg) en una Unica inyeccion en la musculatura lumbar. Trascurridos unos

minutos desde la sedacidn, se obtuvieron muestras de sangre de la arteria auricular para la
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realizacion de las hematologias y bioquimicas sanguineas ademas de para la obtencién de PRGF

(Figura 5).

Figura 5: Obtencion de muestras sanguineas de la arteria auricular.

Tras la obtencién de las muestras sanguineas, se rasurd la zona dorsal toracolumbar y se

preparo asépticamente para poder proceder a la realizacion de las heridas quirudrgicas (Figura 6).

Figura 6: Rasurado y desinfeccion de la zona quirurgica.

Para el mantenimiento anestésico se empled isofluorano vaporizado en oxigeno al 100%

mediante mascarilla (Figura 7).

Figura 7: Anestesia inhalatoria mediante el empleo de mascarilla.
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El protocolo analgésico postoperatorio consistio en la administracion subcutdanea de
meloxicam a de 0,2mg/kg las primeras 24 horas y a 0,1mg/kg los 3 dias posteriores minimizando
al maximo el estrés inducido por el dolor en los animales y con ello, la afeccidn en el proceso de

cicatrizacion de las heridas.

Por dltimo, los animales fueron tratados con una dosis Unica de cefovecina (8mg/kg)
administrada de forma subcutanea para el control de posibles contaminaciones bacterianas a
nivel superficial de las heridas. En la tabla 15 se muestra un resumen de el protocolo anestésico

completo empleado en todos los animales.

Tabla 15: Protocolo anestésico empleado en los animales.

Anestesia o Sedacion
Manipulacion Prevista Compuesto Via Dosis Frecuencia

Dexmedetomidina IM 10mcg/kg Dosis Unica
Ketamina IM 20mg/kg Dosis Unica
Herida experimental
Morfina IM 0,2mg/kg Dosis Unica
Sevofluorano Inhalatoria 1,5% Mantenimiento

Manipulacion Prevista Compuesto Via Dosis Frecuencia

Meloxicam SC 0,2 (0,1) mg/kg Dial(2,3y4)

Post-anestesia

Cefovecina SC 8mg/kg Dosis Unica

Procedimiento quirudrgico

Con el objetivo de conseguir un defecto cutdaneo lo mas homogéneo posible, todas las heridas
fueron realizadas por el mismo cirujano. Para la realizacidon de las mismas se empled un punch

de biopsia de 8mm, garantizando la obtencién de heridas homogéneas y de forma rapida.

En cada animal se realizaron cuatro heridas quirdrgicas de espesor completo en la zona dorsal
toracolumbar a ambos lados de la linea media con una separacién entre heridas de 20mm para
evitar la aparicion de interacciones entre tratamientos con el fin de aplicar distintos
tratamientos y poder establecer diferencias intra y entre individuos. La diseccidon del colgajo

cutdneo se realizé con tijeras de diseccidn y pinzas atraumaticas (Figura 8).
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Figura 8: Procedimiento quirurgico y aspecto final de las heridas cutaneas.

Cada una de las heridas fué infiltrada de forma perilesional en cuatro puntos cardinales (0,02
ml por punto) y los 0,02ml restantes en la superficie de la herida, sumando un total de 0,1ml

administrados de PRGF y otros 0,1ml| de AMSC.
De forma que las heridas quedaron de la siguiente manera (Figura 8 y 9):

= Herida 1: Infiltrada de forma perilesional con 0,1ml de AMSC (La herida mas craneal).
= Herida 2: Infiltrada de forma perilesional con 0,1ml de AMSCy 0,1ml de PRGF.

= Herida 3: Infiltrada de forma perilesional con 0,1ml de PRGF.

= Herida 4: Infiltrada de forma perilesional con 0,1 de de suero salino fisiolégico (herida

placebo, y la herida mas caudal).
Figura 9: Distribucion de heridas cutaneas experimentales en funcion del tratamiento administrado.
CRANEAL LINEA MEDIA

PRGF: Plasma Rico en factores de Crecimiento, AMSC: Células Mesenquimales Derivadas de Grasa, PCB: Placebo (suero salino
fisioldgico).
Al finalizar el procedimiento quirdrgico todas las heridas fueron cubiertas con un apdsito de
esponja de poliuretano para el control de exudados y el mismo se fijo a la piel mediante puntos
simples con sutura poligliconato, finalmente para proteger las heridas se colocé un collar

isabelino a cada uno de los conejos.
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Tratamientos aplicados

Obtencion del PRGF
El procedimiento de obtencion del PRGF se llevé a cabo en las instalaciones del Hospital
Clinico Veterinario de la Universidad CEU Cardenal Herrera bajo sedacion de los animales,

minimizando el estrés por la manipulacién de los mismos.

El PRGF aplicado en las heridas quirurgicas de los conejos se obtuvo siguiendo el protocolo
descrito por Anitua en el afio 1999, siguiendo los pasos que se describen de forma detallada a

continuacion:

A. Extraccién sanguinea: Se procedié a la extraccién de 5ml de sangre de forma autdloga, es
decir de cada conejo, y en todos los casos se realizd de la arteria auricular mediante el uso de
palomillas verdes conectadas a un adaptador macho-macho y a una aguja de 20G. La sangre era
recolectada en tubos de citrato sddico de 4,5ml que contenian 0,5 ml de anticoagulante (Figura

10).

Figura 10: Extraccion sanguinea de la arteria auricular y recoleccion en tubos de citrato sédico.

-

B. Centrifugacidn: A continuacidn, los tubos se sometieron a una Unica centrifugaron a 460G
durante 8 minutos en la centrifuga para PRGF. Esta centrifuga consta de un rotor oscilante a 909,
de modo que cuando comienza a centrifugar mantiene los tubos en posicidon horizontal. Esto
hace que, tras el proceso de centrifugacion, la interfase entre plasma y componente celular
quede perfectamente horizontal, facilitando asi el posterior proceso de pipeteo (Figura 11). Se
optd por utilizar una Unica centrifugacion a 460G durante 8 minutos en el conejo al igual que en
humana ya que son numerosos los estudios publicados que demuestran la efectividad de estos
parametros en la obtencién de PRGF en conejos (Soler, 2006; Lopez-Jornet et al., 2009; Molina-

Minano et al., 2009b; Serra et al., 2013).
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Tras la centrifugacion, la sangre queda separada en tres fracciones bien diferenciadas:

= Fraccion 1 (superior): que corresponde al plasma pobre en factores de crecimiento

(PPGF): Los 60ul superiores por cada 100ul de plasma.

= Fraccion 2 (intermedia): que es el plasma rico en factores de crecimiento (PRGF). Esta
fraccion plasmadtica estd situada inmediatamente por encima de la serie roja y la serie
blanca, posee alto contenido en plaquetas, unas tres veces el nimero de plaquetas
presentes en la sangre periférica. Estas plaquetas se caracterizan por tener una mayor
densidad comparandolas con las de otras fracciones, que por el centrifugado quedan
mas abajo. Se corresponde a los 40ul inferiores por cada 100ul de plasma, sin incluir el

“Buffy coat”.

=  Fraccién 3: serie roja.

Figura 11: Centrifugacion de las muestras y aspecto de las mismas tras la cetrifugacion.

C. Pipeteado de fracciones: El procedimiento de extraccién de las fracciones plasmaticas se
realizé siempre por el mismo investigador. Se obtuvieron 2 tubos estériles de cada tubo
recolectado, en el primero se introdujo la primera fraccion, correspondiente al PPGF, y en el
segundo el PRGF. Se recomienda no tocar nunca la “buffy-coat” (fraccidén blanca), para ello, se
emplea la micropipeta de 1000 plL para la primera fraccion y la de 200 plL para la segunda, con
puntas estériles con filtro. Dicho procedimiento se llevd a cabo en mdximas condiciones de
esterilidad bajo una cabina de flujo laminar (Figura 12). Los accesorios que entraron en contacto
con el PRGF, entre ellos pipetas regulables y puntas de pipetas, estaban previamente
esterilizados. El respeto de las normas de asepsia, para evitar asi la contaminacidn bacteriana del
PRGF, era esencial a la hora de realizar estos procedimientos. También era fundamental
manipular los tubos, una vez centrifugados, siempre en posicion vertical y con cuidado de no

someterlos a movimientos bruscos que pudiesen mezclar las diferentes interfases.
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Figura 12: Obtencidn de las diferentes fases plasmaticas y pipeteado bajo campana de flujo laminar de las
mismas.

D. Activacion del PRGF: Una vez obtenido el PRGF (fracciéon mas rica en densidad plaquetaria)
e inmediatamente antes de la inoculacién, se activd con el 5% del volumen de Cloruro Calcico al
10% con el fin de lograr la degranulacidon de las plaquetas permitiendo la liberacidon de los

factores de crecimiento (Figura 13).

Figura 13: Material empleado para la activacion del PRGF.

Aplicacion del PRGF

Tal y como hemos comentado en la revisidn blibliografica, existen diversas formas de realizar
las aplicaciones del PRGF en heridas cutdneas. Algunos estudios planteaban la aplicacién tdpica
en forma de gel, otros la infiltracion del mismo de forma perilesional y otros incluso de forma
intravenosa (Crovetti et al., 2004; Bing et al., 2007; Jee et al., 2016). En este estudio se opté por
una Unica aplicacion de PRGF activado en forma liquida mediante la infiltracidn perilesional de
un total de 0,1ml del mismo alrededor de la herida cutdanea de forma subcutanea, dicha
infiltracidn se realizé mediante el uso de una jeringuilla de insulina de 1ml y una aguja de 25G

naranja.

Deborah Chicharro Alcantara 138



Materiales y Métodos

Tras la activacién del PRGF con el 5% de cloruro calcico se procedid a su infiltracion

perilesional en 4 puntos cardinales en las heridas cutaneas niumero 2 y 3 (Figura 14).

Figura 14: Infiltracidn perilesional del PRGF en heridas cutaneas correspondientes.

Obtencion de las AMSC

Las AMSC son células derivadas del tejido graso. En este trabajo no se han empleado células
autdlogas, por lo que se realizé una biopsia, en la que se obtuvo una gran cantidad de tejido
graso de un conejo donante procedente de la misma granja, 15 dias antes de la realizacion del
procedimiento experimental quirurgico, se premedicé al animal siguiendo el mismo protocolo
anestésico empleado durante el procedimiento quirdrgico experimental y se rasurd de forma
bilateral la zona inguinal y la zona ventral del cuello, para la realizacion de la biopsia grasa de

manera aséptica.

A continuacion, se procedid a la extraccion de un total de 20 ml se sangre entera bajo
condiciones de esterilidad de la vena yugular externa. Seguidamente, bajo condiciones de
maxima esterilidad y anestesia general se realizé la biopsia de la zona inguinal del tejido adiposo
(minimo 10 gramos de tejido adiposo subcutaneo). El tejido graso empleado para el cultivo fue
el de la region inguinal, por lo que el tipo de AMSC que infiltrabamos eran AMSC alogénicas,

obtenidas a partir de grasa de otro animal pero de la misma especie (Figura 15).
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Figura 15: Procedimiento quirtrgico para la obtenciéon de biopsias de tejido graso inguinal, y almacenamiento
de las mismas en recipientes estériles.

NN

Un total de 31,3 gramos de tejido adiposo fueron recolectados por el cirujano en tres tomas
diferentes. Dichas muestras fueron alojadas en tres tubos estériles los cuales contenian suero
salino estéril. Tras la obtencién de las muestras, tanto de la sangre como del tejido adiposo, se
transportaron al laboratorio del Centro de Investigacién Principe Felipe (CIPF) en cajas

refrigeradas a 42C, donde se realizd el aislamiento y cultivo de las AMSC.

Las muestras se lavaron con tampdn fosfato salino junto con diversos antibiéticos para limpiar
las muestras de grasa y eliminar posibles residuos. Fueron distribuidas a 10 gramos de tejido
adiposo por cada placa de Petri (tres en total), y fueron sumergidas en una solucidén que
contenia tampdn fosfato salino, penincilina, estreptomicina, colagenasa tipo 1-A, y dispasa.
Adicionalmente, el tejido graso fue cortado con tijeras quirurgicas estériles en pequefios trozos
manualmente y sometido a un proceso de digestidon durante toda la noche. Al dia siguiente se
recolectd el tejido digerido y se cultivd en suero autdlogo del propio conejo hasta obtener un
millon de células por gramo de tejido adiposo. Posteriormente las AMSC se aislaron y se

amplificaron en cultivos celulares.

Para el aislamiento del suero autélogo, se obtuvo un total de 20ml de sangre entera del
mismo conejo del que obtuvimos la grasa, a través de la vena yugular externa. Tras la
coagulacién de la misma, se centrifugd la muestra a 3000 revoluciones por minuto durante 8
minutos, y por ultimo se pipeted el suero, el cual era necesario para el cultivo del las AMSC

(Figura 16).
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Figura 16: Procesamiento del tejido adiposo. Digestion, cultivo y amplificacion de las AMSC.

Aplicacién de las AMSC

Las AMSC fueron infiltradas el mismo dia que se recibieron de forma perilesional en las
heridas cutaneas correspondientes (heridas 1 y 2). Desde el laboratorio del CIPF nos enviaron
viales independientes que contenian 0,1ml de medio de cultivo con un minimo de un millén de
células troncales viables en suspensién. Con lo que estariamos infiltrando un minimo de un
millén de AMSC en cada una de las heridas correspondientes mediante el uso de una jeringa de

insulina de 1ml y una aguja naranja de 25G.

Obtencidén y procesado de las muestras
Tiempo de sacrificio

Los 72 animales fueron distribuidos de forma aleatoria en 6 grupos diferentes en funcién del
periodo de supervivencia. Para la obtencion de las muestras se procedid a la eutanasia de los
mismos mediante el uso de pentobarbital sddico administrado de forma intracardiaca
posteriormente a la sedacion de los animales con dexmedetomidina, ketamina y morfina a las

dosis habituales. Los tiempos de estudio segln la fecha de sacrificio se detallan a continuacion:

= Tiempo 1: 12 Animales (sacrificados 24 horas tras el estudio experimental).
= Tiempo 2: 12 Animales (sacrificados 48 horas tras el estudio experimental).
= Tiempo 3: 12 Animales (sacrificados 72 horas tras el estudio experimental).

= Tiempo 5: 12 Animales (sacrificados 5 dias tras el estudio experimental).
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= Tiempo 7: 12 Animales (sacrificados 7 dias tras el estudio experimental).

= Tiempo 10: 12 Animales (sacrificados 10 dias tras el estudio experimental).

Tras el sacrificio de los animales a sus correspondientes tiempos de supervivencia, se procedid
a la valoracidon macroscopica de cada herida. Paralelamente, a su vez, se tomaron fotografias de

alta calidad de cada una de las lesiones para su posterior estudio digital en detalle (Figura 17).

Figura 17: Aspecto macroscépico de las heridas a distintos dias de estudio (de izquierdas a derechas y de
arriba abajo: dia 1,dia 2,dia 3,dia 5,dia 7, dia 10).
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En primer lugar, una vez eutanasiado el animal, se recortaron las heridas en bloque dejando
un margen de piel sana para no dafiar las mismas, mediante la ayuda de un bisturi, y de tijeras
de corte, para su posterior procesado y estudio microscépico en el centro de investigacién del

principe felipe (Figura 18).
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Figura 18: Obtencidn de las heridas cutaneas para el estudio microscépico.

Cada una de las heridas cutdneas se corté individualmente y se introdujeron en cassettes
verdes y los mismos en botes que contenian formaldehido para la conservacion de las muestras
hasta su posterior estudio anatomopatoldgico (Figura 19). Tanto los botes como los cassettes

fueron identificados correctamente, siguiendo la siguiente codificacion:

= (C (Conejo) D (Dia) H (Herida): Los conejos se enumeraron del 1 al 72, los dias son los
dias de estudio (sacrificio) dia 1,2,3,5,7 y 10, y heridas tenemos herida 1 (AMSC),
herida 2 (AMSC+PRGF), herida 3 (PRGF), y herida 4 (Placebo).

=  Ejemplo: C39D1H2.

Figura 19: Conservacion de muestras en formaldehido dentro de cassettes e identificacion de las mismas para
su estudio anatomopatolégico.

Tras la correcta identificacidon y almacenamiento de todas las muestras se trasladaron al CIPF
para su estudio anatomopatoldgico. Con lo que una vez alli, las muestras fueron talladas e
incluidas en bloques de parafina. Se obtuvieron entre 3 y 4 cortes de cada una de las heridas,
siempre uno de ellos correspondia al centro de la herida, y los otros 2 a la periferia de la misma.
Posteriormente los bloques de parafina se tallaron en el micrétomo para conseguir las

preparaciones histoldgicas que fueron evaluadas con posterioridad.
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Evaluacion de las muestras

Mediante las fotografias digitales obtenidas se evalud el aspecto del tejido de reparacion y
diversos pardmetros visuales y morfométricos, de manera ciega tanto al dia 1, como al dia 2, 3,
5, 7 y dia 10. Los parametros evaluados se basaron en los empleados por Oppenheimer en el afio
2010 en un estudio experimental llevado a cabo en piel de conejos (Weinstein-Oppenheimer et

al., 2010).
Los parametros evaluados macroscépicamente en el presente estudio fueron los siguientes:

= Grado de curacién/cicatrizacion de la herida: Dicho pardametro se expresé en
porcentaje, por lo que se evalud el porcentaje de cicatrizacidon de la herida, y se le
otorgd un valor del 0-100%.
Para el célculo de dicho valor, se realizd lo siguiente: Sobre las fotografias de las
heridas, se tomaron dos medidas de los ejes mayores (los mas largos), es decir de
borde a borde de la herida, y se realizé la media entre estos dos valores (Medida A). A
continuacién, se tomaron dos medidas mas de los ejes menores (los mas cortos), y
una vez mas se obtuvo la media de ambos valores (Medida B), dichas medidas se

muestran representadas en la Figura 20.

De forma que la ecuacién para calcular el porcentaje de cicatrizacion de cada una de las

heridas seria la siguiente:

Medida A (media) — Medida B (media) = Medida C

Medida C * 100 / Medida A = % Cicatrizacion
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Figura 20: Calculo del porcentaje de cicatrizacion de las heridas en la valoracion macroscdpica.

Flechas en negro marcan las medidas A (eje mayor), las flechas azules marcan las medidas B (eje menor).

= Presencia o ausencia de Infeccidn: Dicho parametro fue evaluado de forma subjetiva
en funcidn del aspecto externo de la herida, es decir, mediante la presencia de
exudados verdoso/amarillentos y mal olor. La valoracién numérica otorgada a este
pardmetro fue la siguiente:
o 0: Presencia de infeccion.
o 1: Ausencia de infeccidn.
=  Color de la cicatriz: Valorado por la siguiente escala numérica del 1-5:
o 1: Hiperpigmentada (color negruzco — con costra).
o 2:Pigmentada (rojo oscuro/grisacea).
o 3:Roja.
o 4:Casi normal (amarilla/rosacea).
o 5:Normal (blanca).
= Grosor de la cicatriz: Valorado con una escala numérica del 1 al 4:
o 1:Queloide.
o 2:Cicatriz hipertrofica.
o 3:Casinormal.
o 4:Normal.
= Retraccion de la cicatriz: Valorado con una escala numérica del 1 al 3:
o 1: Muy retraida.
o 2:Retraccién media.

o 3:Noretraida.

Todos estos datos se recopilaron para cada herida y cada conejo en una plantilla de Spss para

su posterior estudio estadistico.
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Las imagenes histoldgicas fueron escaneadas para poder ser observadas y manipuladas en el
visor de imagenes Pannoramic Viewer (3DHISTECH). Se llevaron a cabo tinciones de las muestras

tanto con Hematoxilina-Eosina como con Tricrémico de Masson.

Tincion Hematoxilina-Eosina
Todas las heridas de cada uno de los conejos fueron tefiidas con la tincion Hematoxilina-
Eosina. Dicho procedimiento fue llevado a cabo en el laboratorio del CIPF. Con la presente

tincidn, nuestro objetivo era el de valorar los siguientes parametros:

= Porcentaje de epitelizacion.

= Evaluacion de la inflamacidn.

Para la medicidn y valoracién de todos estos parametros se tomaron fotografias de las areas
interesadas de las muestras con el programas Pannoramic Viewer y, a continuacién, fueron

procesadas y en los casos que correspondia medidas en el programa Image Pro Plus.

Porcentaje de Epitelizacion

Se tomaron imdgenes de los cortes correspondientes al centro de la herida en todos los casos.
El porcentaje de epitelizacién a nivel microscépico se calculé de forma objetiva, las imdagenes
obtenidas con el programa Pannoramic Viewer se centraron en la zona de la dermis superficial y
del epitelio, de forma que englobdaramos en la imagen toda la extension de la herida (de un
borde al otro), para ello empledbamos unos aumentos de 1X. Para la toma de medidas,
empleamos el programa Image Pro Plus, con lo que en primer lugar, trazdbamos una linea a
mano alzada desde un borde a otro del epitelio de la herida original (Medida A), y a continuacion
tomdbamos una segunda medida del hueco “gap” de la herida (Medida B). Dicha técnica se

muestra en la figura 21.

La ecuacidon empleada para el calculo del porcentaje de epitelizacion fue la siguiente:

Medida A — Medida B = Medida C

Medida C * 100 / Medida A = % Epitelizacion
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Figura 21: Calculo del porcentaje de epitelizacion de las heridas en la valoracién microscépica (Destacar que
las trazadas de las lineas se realizaron a mano alzada y no en linea recta (imagen A), tal y como se muestra en
la imagen B).

La flecha negra muestra la medida A (calibre de la herida original), la flecha azul muestra la medida B (espacio que queda tras
la nueva epitelizacion “gap”). Los limites de la medida A se toman como el comienzo del engrosamiento del epitelio (lo que
indica formacién de nuevo epitelio).

La importancia de emplear la opcién de mano alzada para trazar las medidas Ay B recae sobre
la variabilidad en forma que existe en los distintos cortes del epitelio de la piel, de esta forma

conseguimos valores mucho mas precisos y por lo tanto con un menor margen de error.

Evaluacion de la respuesta Inflamatoria
Para evaluar la respuesta inflamatoria nos basamos exclusivamente en la dermis de cada una

de las muestras, tanto la dermis superficial como la dermis profunda. Valoramos toda la
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extension de la herida (de borde a borde) con el visor de imagenes Pannoramic viewer, obviando
la zona de la costra que aparecia por encima de la herida en algunas ocasiones, ya que aqui se
acumulan grandes restos celulares y células inflamatorias muertas. Las muestras se evaluron a
un aumento de 20X lo suficiente para que nos permitiese diferenciar el infiltrado inflamatorio y
sin necesidad de diferenciar entre tipos celulares. Valoramos dos parametros distintos para

evaluar el proceso inflamatorio en las distintas heridas tratadas:

= |Intensidad del proceso inflamatorio: Dicho parametro fue evaluado de forma
semicuantitativa, basandonos en un método modificado ya publicado por Lowry y
colaboradores (Lowry et al., 2001) el cual también evalla la respuesta inflamatoria en
conejos aunque en aplicaciones de sustancias en piel totalmente diferentes vy
igualmente empleado por José Andrés Fernandez en su tesis doctoral (Fernandez,
2012). A continuacién se expone en la tabla 16 la informacidon relevante y la escala

numérica otorgada en funcidn de la valoracién:

Tabla 16: Escala semicuantitativa de la intensidad de reaccién inflamatoria.

0
1
2
3

Descripcion histolégica

Ausencia de reaccion inflamatoria
Ligero infiltrado inflamatorio
Grado de inflamacion fuerte

Grado de inflamacion severa

= Distribucion del proceso inflamatorio: Para la valoracion de la distribucidn de la
reaccion inflamatoria nos centramos en el area de la dermis, y valoramos en cada
herida las posibles tres opciones siguientes que se muestran en la tabla 17 con su

correspondiente valor numérico:

Tabla 17: Escala semicuantitativa de la distribucion de la reaccién inflamatoria.

1
2
3

Descripcion histolégica

Focalizada bajo la epidermis
Difusa bajo la epidermis

Ambas opciones

Tincion Tricromico de Masson
Cada uno de los cortes tomados de las heridas de los conejos fueron tefiidas con la tincidn

Tricrdmico de Masson, una vez mas al igual que con la tincion de Hematoxilina-Eosina, dicho
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proceso fue llevado a cabo en el laboratorio del CIPF. Con la presente tincién pretendiamos

valorar los siguientes pardmetros:

= Proceso de angiogénesis.

= Coladgeno maduro.

Para la evaluacion de ambos pardmetros se tomaron imagenes de las areas interesadas de
cada una de las heridas en cada conejo mediante el visor de imagenes Pannoramic vy

posteriormente estas fueron procesadas en el programa Image Pro Plus.

Proceso de angiogénesis

El objetivo de la evaluaciéon de la angiogénesis en nuestras muestras era la de valorar el
proceso de neovascularizacion. Para dicha evaluacidn centramos nuestras imagenes en la
dermis, y obtuvimos a unos aumentos de 20X un total de 6 imagenes por herida (3 imagenes de
dermis superficial y 3 imagenes de la dermis profunda separadas a una distancia homogénea
aproximada). Una vez obtenidas estas imdagenes se procedia a realizar un contaje de todos los
vasos de pequefio y mediano calibre que aparecian en las imagenes de forma que al obtener el
total de vasos calculdbamos la media de todos ellos para obtener un Unico dato final (Figura 22).
En todos los casos se obviaba el contaje de vasos de gran calibre ya que se asumia que estos ya
estaban presentes anteriormente, y por lo tanto no contribuian a formar parte de la evaluacion
de la neovascularizacion, es decir, de la nueva formacion de vasos tras realizar las heridas

cutaneas a los tiempos resaltados con anterioridad.

Figura 22: Evaluacion de la angiogénesis: Las flechas rojas sefialan vasos de mediano y pequeiio calibre.

w

™~

N Ol
RN

Evaluacion del coldgeno
Para la evaluacion del coldgeno nos centramos exclusivamente en la dermis. Evaluamos el
colageno de la herida, de forma que aprovechamos las imdgenes obtenidas para la evaluacién de

la angiogénesis a 20X aumentos para la valoracion de dicho parametro.

Nuestro objetivo fue el de medir el area de coldgeno maduro en cada una de las imagenes ( 6
por herida) expresando dicho area en porcentaje, para ello, con el programa Image Pro Plus
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seleccionamos los tonos azules oscuros correspondientes al coldgeno maduro los cuales
gueriamos medir y transformamos las imagenes en blanco y negro , de forma que los tonos
azules oscuros seleccionados eran trasformados en color blanco para su posterior medida del
porcentaje de area seleccionada (Figura 23). Una vez medido el colageno de cada imagen se

calculaba la media de las seis imagenes para cada herida.

Figura 23: Imagenes tomadas para la evaluacion del area de colageno.

Estudio estadistico

Al finalizar el estudio, y una vez recopilados todos los datos de los parametros evaluados,
estos fueron analizados con el programa informatico SPSS para Mac, versiéon 20.0 (SPSS Inc.,
Chicago, lllinois, USA), tomando como diferencia estadisticamente significativa un valor de

p<0,05, en todos los casos.

En primer lugar se realizé un estudio descriptivo simple utilizando tablas de frecuencias y
graficos de barras para las variables cualitativas y un estudio descriptivo de la media, desviacidn
estdndar, intervalos de confianza, maximo y minimo y representacidn con graficas de caja de las

variables cuantitativas.

En todas las variables cuantitativas se comprobd la normalidad con el test de Shapiro-Wilk y la

homogeneidad de las varianzas con el test de Levene.

Se tomaron como pardmetros a evaluar dos factores: el tiempo, comprobando las diferencias
que existieron dentro de un mismo animal a lo largo del tiempo y observando asi su evolucién, y
el factor tratamiento, comparando los resultados de cada uno de los grupos en los diferentes

tiempos de estudio. Para ello, se emplearon diferentes técnicas estadisticas:

Para estudiar la evolucién de cada uno de los tratamientos se compararon los resultados

obtenidos en cada uno de los tiempos de forma independiente para cada grupo de estudio.
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En las variables categdricas se emplearon las tablas de contingencia y el coeficiente de

contingencia o test exacto de Fisher segun fuese necesario.

En las variables cuantitativas, una vez comprobada la normalidad y homogeneidad de las
varianzas, en el caso de que las variables no cumplieran con la normalidad se emple¢ el test no
parametrico de Kruskal-Wallis o el test U de Mann-Whitney para comparar estas variables en
cada uno de los tiempos. En caso de variables normales se realizé un test de ANOVA con el

posterior test posthoc de Tukey.

Para conocer si existian diferencias en el grado de cicatrizacién entre los 4 tratamientos, se
compard cada una de las variables en los diferentes tiempos de estudio, es decir, adia 1, 2, 3, 5,
7 y 10. Para comparar las variables cualitativas se empled el test de X% coeficiente de
contingencia o el test exacto de Fisher segln la necesidad de cada una de las variables. En
cambio, para las variables cuantitativas se empled el test no parametrico de Kruskal-Wallis o el

test U de Mann-Whitney.
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Resultados

RESULTADOS

En el presente apartado se relacionan los datos obtenidos durante la fase experimental en los
diferentes protocolos, recogidos en tablas y figuras. Todos los resultados se expresan como la
media y la desviacidn tipica para todas las variables estudiadas. En todos ellos se ha tomado

como diferencias estadisticamente significativas si p<0,05.

Para una mejor exposicidn de los datos obtenidos en la presente investigacion, el apartado de

resultados se ha dividido en los siguientes puntos:

= Estudio descriptivo de los pacientes.
o Criterios de exclusion e inclusién de animales en el estudio.
= Estudio descriptivo y comparativo del factor tiempo (estudio macroscopico vy
microscopico).
o Grupo AMSC.
o Grupo AMSC+PRGF.
o Grupo PRGF.
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o Grupo Placebo.
= Estudio comparativo del factor tratamiento (estudio macroscépico y microscépico).
o Cicatrizacion cutanea.
o Presencia/ Ausencia de infeccion.
o Color de la cicatriz.
o Grosor de la cicatriz.
o Retraccidn de la cicatriz.
o Epitelizacidn cutdnea.
o Intensidad inflamatoria.
o Distribucion de la reaccion inflamatoria.
o Angiogénesis.

o Porcentaje de coldgeno.

Descripcion de los animales

Para la realizacion de esta tesis doctoral se evaluaron un total de 72 animales repartidos en
los diferentes tiempos de estudio. Previa a la fase experimental, se evalud su estado de salud. En
primer lugar se realizé una exploracién fisica bdsica de cada uno de ellos para comprobar que
ninguno de ellos presentaba signos evidentes de enfermedad, los animales fueron pesados de
forma individual y se les tomd la temperatura. En segundo lugar y para corroborar los resultados

del examen fisico se les realizaron analiticas sanguineas (Tabla 18 y 19).

Tabla 18: Valores hematolégicos de los animales empleados durante la fase experimental.

1,60 11,50 6,34 2,00
RBC 72 4,09 5,73 5,19 0,310
[ HeB | 72 8,60 11,80 10,77 0,55
HTO 72 28,00 38,60 35,60 1,78
McV 72 64,30 75,60 68,64 1,94
72 19,40 22,60 20,78 0,69
72 29,20 31,30 30,27 0,46
PLT 72 33,00 473,00 295,15 83,52
[ rOW | 72 11,90 16,30 13,05 0,71
PCT 72 ,03 8,08 21 0,94
MPV 72 2,30 9,90 3,38 0,95
[ eow | 72 16,40 21,50 18,37 1,25

N: tamario de la muestra; WBC: globulos blancos; RBC: glébulos rojos; HGB: hemoglobina; HTO: hematocrito MCV: volumen
corpuscular medio; MCH: hemoglobina corpuscular media; MCHC: concentracion de hemoglobina corpuscular media; PLT:
plaquetas; RDW: amplitud de distribucion eritrocitaria; PCT: procalcitonina; MPV: volumen promedio de plaquetas; PDW:

amplitud distribucion de plaquetas.
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Tabla 19: Valores bioquimicos de los animales empleados durante la fase experimental.

72 3,27 4,35 3,67 0,32
B - 25 120 47,5 23,45
[ crRea P 0,55 0,88 0,68 0,08
B - 1,45 2,44 1,88 0,27
[ e P 119 196 155,33 21,73
72 25 63 44,88 10,91
72 4,79 6,45 5,56 0,43
m 72 24,90 42,40 34,02 4,61

ALB: albumina; FA: fosfatasa alcalina; CREA: creatinina; GLOB: globulinas; GLU: glucosa; GPT: transaminasa glutdmico-
piruvica; PT: proteinas totales.

Todos los valores hematoldgicos y bioquimicos se encontraron dentro de la normalidad a
excepcion de los valores de glucosa que se encontraron ligeramente incrementados. Esta
hiperglucemia se explica facilmente por el estrés en la manipulacién de los animales. Gracias a
gue encontramos todos los resultados dentro de sus rangos normales segun la especie cunicula,
pudimos confirmar que los animales cumplian con los criterios de inclusién del estudio (Kaneko

et al., 1997; Feldman et al., 2000).

Para el control de los pacientes se registraba la temperatura y el peso diariamente. En los
resultados de estos se observd una evolucidn positiva y constante a lo largo de todo el estudio,
con temperaturas maximas de 39.5, no observando en ningin momento descensos bruscos, ni lo
qgue es mds importante incrementos notables de temperatura que pudieran indicar la presencia
de infeccién. De la misma forma, el peso de los animales se mantuvo constante sin variaciones
notables del mismo, lo que muestra un buen estado de salud por parte de los animales incluidos

en el estudio y una ingesta diaria de comida y agua.

Destacar que uno de los animales fallecid entre los dias 2 y 3 postoperatorio debido a
diarreas, por lo que se excluyd del estudio. Con lo que en 5 tiempos de estudio (Dia 1, 2,3,5vy 7)

incluyeron 12 conejos y el grupo 10 solo se incluyeron 11 conejos.

De manera que finalmente se evaluaron un total de 284 heridas (4 por conejo), las cuales
fueron distribuidas segun el tratamiento infiltrado y el tiempo de supervivencia como se muestra

en la tabla 20.
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Tabla 20: Distribucion de las heridas en los animales en funcién del tiempo de supervivencia
y del tratamiento recibido.

| Butanasia | 1 [ 2 | 3 [ s | 7 | 100 | Total |
o2 12 12 12 1217
m 12 12 12 12 12 11 71

m 12 12 12 12 12 11 71
.48 48 48 48 48 4 284
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Grupo AMSC: Estudio Descriptivo y Comparativo del Factor Tiempo

En la presente seccion se exponen los datos obtenidos en el grupo AMSC de forma
independiente en cada uno de los tiempos para las distintas variables estudiadas, junto con el
analisis estadistico de los mismos que compara su evolucion a lo largo de los tiempos estudiados

(bia1,2,3,5,7y10).

Estudio Macroscopico

El estudio macroscdpico de las heridas cutaneas se llevé a cabo evaluando las siguientes

variables (Weinstein-Oppenheimer et al., 2010):

=  Cicatrizaciéon cutanea.

= Presencia/ausencia de infeccidn.
= Color de la cicatriz.

= Grosor de la cicatriz.

= Retraccion de la cicatriz.
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La evaluacién de la cicatrizacidon cutanea se llevd a cabo durante el estudio macroscépico,
para la cual se tomaron diferentes medidas mediante el programa Image Pro Plus® como se ha
detallado en el apartado de materiales y métodos. Dicho valor se expresé en forma de
porcentaje. A continuacién, en la tabla 21 se describen los resultados obtenidos en los distintos

tiempos de estudio.

Tabla 21 : Evaluacidn de la cicatrizacion cutanea en las heridas del grupo AMSC.

Desviacion Error Intervalo confianza 95%
tipica tipico Limite inferior  Limite superior

B o 26,94 4,80 1,51 23,50 30,38 20,62 34,76
Bl - 33,51 4,64 1,34 30,56 36,46 25,37 42,57
BE i 42,69 12,79 3,85 34,10 51,29 29,53 75,44
Bl = 44,48 8,10 2,33 39,33 49,62 33,24 61,81
12 51,74 5,91 1,70 47,98 55,50 45,16 61,77
10 78,12 13,13 4,15 68,73 87,52 62,81 100

67 45,93 17,88 2,18 41,56 50,29 20,62 100

Tras la descripcién de los datos, se realizd un estudio comparativo entre cada uno de los

tiempos de estudio como podemos observar en la tabla 22 y grafica 1.

Tabla 22: Estudio comparativo entre tiempos del factor cicatrizacidn cutanea en las heridas
del grupo AMSC.

tip. de media Inferior Superior
-6,29 7,10 2,25 -11,37 -1,21 28 9 0,021
-15,30 10,32 3,44 -23,24 -7,36 -445 8 0,002
-18,39 11,43 3,62 -26,57 -10,21 509 9 0,001
-24,50 8,58 2,71 -30,63 -18,36 903 9 0,000
-48,54 12,19 4,06 -57,91 -39,17 11,95 8 0,000
-8,99 13,82 4,17 -18,27 0,29 2,16 10 0,056
-10,97 10,57 3,05 -17,69 -4,25 359 11 0,004
-18,23 5,98 1,73 -22,03 14,44  -1057 11 0,000
-45,24 11,87 3,75 -53,73 -36,74 12,05 9 0,000
-2,80 17,10 5,16 -14,30 8,69 054 10 0,598
-8,33 14,77 4,45 -18,25 1,60 -1,87 10 0,091
-37,51 14,46 4,82 -48,62 -26,40 779 8 0,000
-7,27 11,76 3,39 -14,74 0,21 2,14 11 0,056
-33,42 16,57 5,24 -45,27 21,57 638 9 0,000
-26,26 11,64 3,68 -34,58 -17,93 714 9 0,000
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Grafica 1: Evolucion de la cicatrizacidn cutanea expresada en porcentaje en las heridas del grupo
AMSC en el tiempo.
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En este grupo de estudio se observé una cicatrizacién cutdnea de las heridas infiltradas con
AMSC muy rapida, positiva y constante en el tiempo desde el primer dia hasta el dia 10, en el
cual practicamente todas las heridas habian alcanzado entre el 80% y el 100% de cicatrizacion.
Cabe destacar en particular el notable incremento del porcentaje de cicatrizacion entre el dia 7 y
el dia 10, y de la cicatrizacion del 50% de la superficie de las heridas cutdneas que se alcanza

entre los 5y 7 dias.

Este pardmetro fue evaluado como ya se ha comentado en el apartado de materiales y
métodos de forma subjetiva, en funcidon del aspecto general de las heridas. Siempre por el
mismo investigador las heridas se clasifican como infectadas o no infectadas, y los resultados

obtenidos se manifiestan en la tabla 23.

Tabla 23: Evaluacién del porcentaje de infeccion en las heridas del grupo AMSC.
1 | oia1 | pia2 | DiA3 | DiA5 | DiA7 | DiAl0 | TOTAL
Recuento 11 12 12 12 12 11 70
% 15,70% 17,10% 17,10% 17,10% 17,10% 15,70% 100,00%
Recuento 11 12 12 12 12 11 70
% 15,70% 17,10% 17,10% 17,10% 17,10% 15,70% 100,00%

Como se puede apreciar, la tabla 23 muestra heridas libres de contaminacién, por lo que todas

las heridas infiltradas con AMSC fueron descritas como carecedoras de infeccién. Como
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resultado, y debido a la ausencia de infeccién en todas las heridas, no fue necesario realizar el

estudio comparativo entre tiempos.

Los datos obtenidos en esta variable son el resultado de evaluar de forma subjetiva el aspecto
externo de cada una de las cicatrices de las heridas y clasificarlas dentro de uno de los siguientes

codigos:

= 1:Hiperpigmentada (si adquiria un color negruzco-costra).
= 2:Pigmentada (con color rojo oscuro incluso gris).

= 3:Roja.

= 4: Color casi normal (amarillento/rosa palido).

= 5:Color normal de cicatriz .

Los resultados de esta variable se muestran en la tabla 24.

Tabla 24 : Evaluacidn del color de la cicatriz en las heridas del grupo AMSC.

1 Toiai [ o2 [“oia3 | bias | Dia7 | oiaio | Toral |
1

Recuento 0 0 0 1 0 0

HIPERPIGMENT

% 0,00% 0,00% 0,00% 100,0% 0,00% 0,00% 100,0%
Recuento 3 0 0 0 0 1 4

% 75,0% 0,00% 0,00% 0,0% 0,00% 25,0% 100,0%
Recuento 7 7 9 9 5 2 39

CASI NORMAL

% 17,9% 17,9% 23,1% 23,1% 12,8% 5,10% 100,0%

Recuento 0 5 3 2 7 8 25
NORMAL

% 0,00% 20,0% 12,0% 8,0% 28,0% 32,0% 100,0%
Recuento 10 12 12 12 12 11 69

% 14,50% 17,40% 17,40% 17,40% 17,40% 15,90% 100,00%

Tras la descripcidn de los resultados obtenidos, se realizd el estudio estadistico para evaluar
las diferencias entre los distintos tiempos de estudio, que se muestran a continuacion en la tabla

25y en la gréfica 2.

Tabla 25: Estudio comparativo entre tiempos del factor color de la cicatriz en las heridas del
grupo AMSC.

v [d | se s i)
Chi-cuadrado de Pearson [Ref: Moy i i) 0,003

Razdn de verosimilitudes [ Bk 0,003

Asociacion lineal por lineal 1] 1 0,01

N de casos validos 69
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Grafica 2: Evolucion del color de cicatriz de las heridas del grupo AMSC en el tiempo.
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Como podemos ver en los resultados obtenidos, comenzamos a observar cambios en el color
de la cicatriz estadisticamente significativos en las heridas infiltradas con AMSC a partir del dia 2
de estudio hasta el dia 10 (a excepcién del dia 3). Conforme avanza el tiempo de cicatrizacion se
aprecia un mayor numero de cicatrices con una coloracidn casi normal y conforme vamos
avanzando hacia el final del estudio, estas se van convirtiendo en cicatrices con un color

semejante al de una cicatriz convencional.

En cuanto al grosor de la cicatriz en las diferentes heridas se evalué mediante una escala
numérica y de forma subjetiva, tal y como se muestra a continuacién: las heridas que
presentasen un aspecto externo de queloide recibian la calificacidn 1, la presencia de heridas
hipertroficas un 2, las que presentaban un grosor casi normal un 3 y finalmente las que poseian
un grosor normal semejante al de una cicatriz convencional un 4. La evolucion del grosor de la

cicatriz se muestra a continuacién en la tabla 26.

Tabla 26 : Evaluacion del grosor de la cicatriz en las heridas del grupo AMSC.

[ Toiai | biaz | oias | Dias | oia7 | Diato | Tora |
5

Recuento 0 0 3 0 1 1
CASI NORMAL
% 0,00% 0,00% 60,00% 0,00% 20,00% 20,00% 100,00%
Recuento 11 12 9 12 11 10 65
NORMAL
% 16,90% 18,50% 13,80% 18,50% 16,90% 15,40% 100,00%

Recuento 11 12 12 12 12 11 70
% 15,70% 17,10% 17,10% 17,10% 17,10% 15,70% 100,00%
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La tabla 27 y la grafica 3 muestran los resultados del estudio estadistico tras la comparacion

entre tiempos de dicho pardmetro.

Tabla 27: Estudio comparativo entre tiempos del factor grosor de la cicatriz en las heridas del

grupo AMSC.
| [vaor [l s asmotca ot

Chi-cuadrado de Pearson 855 5 0,128
Razén de verosimilitudes RV RS 0,111
Asociacion lineal por lineal By RiN] 0,673

N de casos validos 70

Grafica 3: Evolucion del grosor de la cicatriz de las heridas del grupo AMSC en el tiempo.
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Grosor Cicatriz

Con referencia a la evaluacion del grosor de la cicatriz, claramente no observamos diferencias
significativas entre tiempos. Apreciamos cada vez una mayor cantidad de animales con una
puntuacion de “normal” con respecto al grosor de la cicatriz, con lo que la gran mayoria de las
heridas infiltradas con AMSC no se ven afectadas por grandes cambios respecto al grosor de la

cicatriz.

La retraccién de la cicatriz una vez mas fue evaluada mediante el uso de una escala numérica
con diferentes categorias: cicatrices muy retraidas: 1, cicatrices moderadamente retraidas: 2,
cicatrices no retraidas: 3. Los resultados de dicha varibale se encuentran expuestos en la tabla

28.
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Tabla 28: Evaluacion del grosor de la cicatriz en las heridas del grupo AMSC.
| | poia1 | biA2 | piA3 | DiAs | DiA7 | DiAl0 [ TOTAL
Recuento 11 12 12 12 12 11 70
AUSENCIA
% 15,70% 17,10% 17,10% 17,10% 17,10% 15,70% 100,00%
Recuento 11 12 12 12 12 11 70
% 15,70% 17,10% 17,10% 17,10% 17,10% 15,70% 100,00%

Tal y como se aprecia en la anterior tabla, ninguna de las heridas infiltradas con AMSC a lo largo

de los distintos tiempos de estudio presentd signos de retraccidn (ausencia de retraccién), lo que

hizo insignificante la realizacién del estudio estadistico comparativo entre tiempos.

Estudio Microscépico

El estudio microscdpico se realizé mediante el uso de dos tinciones histoldgicas, la tincién con
hematoxilina-eosina y la tincion con tricrdmico de masson. Con la tincion hematoxilina-eosina se

evaluaron los siguientes parametros:

= Epitelizacion cutanea.

= Grado de inflamacidn.
En cambio, la tincidn con tricrémico de masson, se empled para evaluar los parametros:

=  Angiogénesis.

= Porcentaje de colageno.

Para la evaluacidon de la epitelizacion cutdnea se emplearon las muestras tefiidas con
hematoxilina eosina. Para ello, se realizaron dos medidas con el programa Image Pro Plus por
cada herida, la primera medida media la extension original de la herida, y la segunda media
desde el final de un borde del epitelio al otro. De forma que se realizaba la resta entre estas dos
mediciones y se convertia el dato en porcentaje. A continuacién encontramos en la tabla 29 los

resultados obtenidos ante la evaluacion de la epitelizacion cutanea en el grupo AMSC.
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Tabla 29: Evaluacion de la epitelizacion cutanea en las heridas del grupo AMSC.

Desviacion Error Intervalo confianza 95%
tipica tipico Inferior Superior

19,87 18,16 21,58 16,33

32,54 30,01 35,08 26,11 39,19

77,47 16,23 66,56 88,38 52,03

-
--————--

Una vez obtenidos y descritos los resultados de la evolucidn de la epitelizacién cutanea de las
heridas a nivel microscépico, se llevé a cabo un estudio comparativo entre cada uno de los

tiempos de estudio, que podemos observar en la tabla 30, y en forma de grafica en la grafica 4.

Tabla 30: Estudio comparativo entre tiempos del factor epitelizacion cutanea en las heridas
del grupo AMSC.

tip de media Inferior Superior
_____---
-5,80 3,5 -8,17 -3,42 -5,44 0,000
_____---
-26,42 6,65 ,01 -30,89 -21,95 -13,1 0,000
_____---
-4,70 7,24 -2,16 -407 11 0,002
_____---

DIA2-DIA7 -24,28 -29,74 -18,81 -9,78 0,000

_____---

DIA3-DIA5 -7,97 -11,29 -4,65 -5,28 0,000

_____---

DIA3-DIA10 -52,89 18,26 -65,16 -40,62 -9,61 0,000

_____---

DIA5-DIA10 -44,90 18,04 -57,01 -32,78 -8,26 0,000

_____---
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Grafica 4: Evolucion de la epitelizacion cutanea expresada en porcentaje en las heridas del grupo
AMSC.
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El diagrama de cajas (Grafica 4) y la tabla 30 muestran diferencias significativas desde el dia 2
del estudio hasta el dia 10. Existe un incremento constante y rdpido del porcentaje de
epitelizaciéon a lo largo del estudio en aquellas heridas infiltradas con AMSC. El incremento
mayor se observd entre los dias 7 y 10, donde las heridas cutaneas pasan de poseer un
porcentaje de epitelizacion entorno al 50% a presentar una epitelizacion practicamente
completa a dia 10. Sin embargo, entre los dias 1 y 2 los porcentajes de epitelizaciéon cutanea no

muestran grandes cambios.

La reaccion inflamatoria producida en los tejidos adyacentes a las heridas cutaneas fue
evaluada de dos formas diferentes. Se decididé evaluar tanto la intensidad inflamatoria como la
distribucidn de la misma. Dicha variable se observé en la dermis de cada una de las muestras de
piel que se obtuvieron, y pudo ser evaluada mediante la tincién de las muestras con

hematoxilina eosina.

Intensidad Inflamatoria

Se empled una escala semicuantitativa para evaluar la intensidad de la reaccién inflamatoria
en la dermis de las heridas cutdneas. Dicho parametro fue clasificado como: ausencia de
reaccion inflamatoria, ligero infiltrado inflamatorio, fuerte y severa reaccién inflamatoria. La
tabla 31 muestra la evaluacién de la intensidad de la reaccidn inflamatoria en heridas infiltradas

con AMSC.
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Tabla 31: Evaluacion de la intensidad de la reaccion inflamatoria en las heridas del grupo

AMSC.
Recuento 0 0 0 0 0 1 1
AUSENTE
% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 100,00% 100,00%

e Recuento 0 2 2 2 3 5 14
% 0,00% 14,30% 14,30% 14,30% 21,40% 35,70% 100,00%
Recuento 5 7 7 5 7 5 36
FUERTE
% 13,90% 19,40% 19,40% 13,90% 19,40% 13,90% 100,00%
Recuento 6 3 3 5 2 0 19
SEVERA
% 31,60% 15,80% 15,80% 26,30% 10,50% 0,00% 100,00%

L Recuento 11 12 12 12 12 11 70
% 15,70% 17,10% 17,10% 17,10% 17,10% 15,70% 100,00%

A continuacidn, en la tabla 32 y grafica 5 se muestran los resultados del estudio estadistico

para la intensidad de la reaccidn inflamatoria en los diferentes tiempos de estudio.

Tabla 32: Estudio comparativo sobre la intensidad de la reaccion inflamatoria de las heridas
del grupo AMSC.

v [ sie smiia i)
Chi-cuadrado de Pearson 19,673 15 0,185

Razon de verosimilitudes [k N0y 1S 0,122
Asociacion lineal por lineal JbJvX I 0,000

N de casos validos 70

Grafica 5: Evolucion de la intensidad de la reaccion inflamatoria de las heridas del grupo AMSC en el
tiempo.
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Como se observa en la grafica 5, existen diferencias significativas tanto a dia 7 como a dia 10

con respecto al dia 1 de estudio en la evolucién de la intensidad de la reaccidn inflamatoria de
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las heridas tratadas con AMSC. Al comienzo del estudio existe un grado del infiltrado
inflamatorio severo, el cual va disminuyendo de forma progresiva hasta desaparecer en el dia 10
de estudio. A dia 7 y 10 la mayoria de las heridas presentan una ligera inflamacién o incluso esta

ausente.

Distribucion de la reaccién inflamatoria
Igual que la anterior variable, la distribucién de la reaccion inflamatoria en la dermis también
fue evaluada mediante una escala semicuantitativa, de forma que fue clasificada en: distribucién

subepidérmica focalizada, subepidérmica difusa o una combinacién de ambas.

En la tabla 33 se muestran los resultados para esta variable.

Tabla 33: Evaluacion de la distribucion de la reaccion inflamatoria en las heridas del grupo
AMSC.

[ [ oAt ] oAz | DR3 [ DAs | Dla7 | DlAz0 | TOTAL
2 12

. Recuento 2 3 1 1 3
SUBEPIDERMICA

% 16,70% 25,00% 8,30% 8,30% 25,00% 16,70% 100,00%

Recuento 2 2 3 6 2 6 21
% 9,50% 9,50% 14,30% 28,60% 9,50% 28,60% 100,00%

Recuento 7 7 8 5 7 2 36

COMBINADAS

% 19,40% 19,40% 22,20% 13,90% 19,40% 5,60% 100,00%

1 Recuento 11 12 12 12 12 10 69
% 15,90% 17,40% 17,40% 17,40% 17,40% 14,50% 100,00%

El estudio estadistico de la comparacion entre tiempos para la distribucidon de la reaccidn

inflamatoria se muestra en la tabla 34 y grafica 6.

Tabla 34: Estudio comparativo sobre la distribucion de la reaccién inflamatoria en las heridas
del grupo AMSC.

[ veor [ 81 [ Sk st it
(oL IFIELIEL L ERETS I | 11,682 | 10 0,307

Razon de verosimilitudes EER-ETIET0] 0,289

Asociacion lineal por lineal ISV EV 1 0,146

N de casos validos 69

169 Deborah Chicharro Alcantara



Resultados

Grafica 6: Evolucion de la distribucion de la reaccion inflamatoria de las heridas del grupo AMSC en
el tiempo.

[CJSUBEPIDERMICA
[CiDiFusA
[JCOMBINADAS

IS @
1 1
]
]

Distribucién Inflamacion
T

f

Dias

Como podemos ver, no existen diferencias significativas con respecto a la distribucion de la
reaccion inflamatoria entre tiempos en las heridas infiltradas con AMSC. Existe una tendencia, a
priori, de predominar una distribucién combinada (tanto subepidérmica focalizada como difusa),
sin embargo, a medida que avanza el tiempo en el estudio, va predominando la distribucién

subepidérmica difusa.

La evaluacién de la angiogénesis es una forma directa de evaluar la neovascularizacion de la
zona, se procedié a medir de manera objetiva el numero total de nuevos vasos formados de
pequeiio y mediano calibre en las muestras tefidas con tricrdmico de masson, los resultados

obtenidos se encuentran registrados en la tabla 35.

Tabla 35: Evaluacion de la angiogénesis en las heridas del grupo AMSC.

Desviacion Error Intervalo confianza 95%
tipica tipico Inferior Superior

1| 3,94 1,10 0,33 3,21 4,68 6,33
Bl o 4,95 1,99 0,60 3,61 6,28 3 9,5
BEl © 5,14 2,17 0,69 3,58 6,70 2,5 8,6
5 P 10,71 2,35 0,68 9,22 12,20 6,75 14
12 15,91 3,63 1,05 13,60 18,22 7 21
[ 10 T 16,45 2,46 0,78 14,68 18,21 12,6 19
66 9,59 5,69 0,70 8,19 10,99 2,4 21

En la tabla 36 se muestran los resultados tras comparar la angiogénesis en cada uno de los

tiempos de estudio, pudiendo observar la evolucién de la misma en la grafica 7.
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Tabla 36: Estudio comparativo entre tiempos del factor angiogénesis en las heridas del grupo

AMSC.
tip. de media Inferior Superior
-1,04 2,38 0,75 2,73 0,66 41,38 9 0,202
-1,23 3,40 1,13 -3,84 1,38 1,09 8 0,309
-6,90 2,37 0,71 -8,49 -5,31 9,66 10 0,000
-11,68 3,58 1,08 -14,09 -9,28 10,8 10 0,000
-12,39 2,75 0,92 -14,50 -10,28 135 8 0,000
-0,13 3,40 1,13 2,74 2,48 012 8 0911
-5,85 2,67 0,80 -7,64 -4,06 727 10 0,000
-11,13 4,75 1,43 -14,32 -7,94 -7,78 10 0,000
-11,65 2,56 0,85 -13,61 -9,68 136 8 0,000
-5,00 3,53 1,12 -7,52 2,47 -447 9 0,002
-11,75 3,65 1,15 -14,36 -9,14 101 9 0,000
-11,04 3,44 1,22 -13,92 -8,17 909 7 0,000
-5,20 4,55 1,31 -8,08 -2,31 396 11 0,002
-5,70 2,24 0,71 -7,30 -4,09 803 9 0,000
-0,54 5,49 1,74 -4,46 3,39 031 9 0,765

Grafica 7: Evolucion de la angiogénesis en el tiempo en las heridas del grupo AMSC.
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Con los resultados obtenidos, observamos que las heridas infiltradas con AMSC presentaron
un claro aumento significativo de la angiogénesis a medida que avanzan los tiempos de estudio,
alcanzando los valores mas elevados en los dias 7 y 10 sin existir diferencias significativas entre
ambos tiempos, con lo que el incremento exponencial de la angiogénesis alcanza su maximo en
el dia 7. Cabe destacar la rdpida neovascularizaciéon que presentan estas heridas en el periodo
comprendido entre el dia 3 y dia 7, donde pasan a duplicar, e incluso a triplicar, la nueva

formacion de vasos.
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El porcentaje de coldgeno fue valorado de forma objetiva, ya que mediante la tincién de las
muestras con Tricrémico de Masson se procedio a realizar la medicion del coldgeno maduro en

la zona de la dermis superficial y profunda de las heridas cutaneas.

Los resultados del porcentaje de coldgeno aparecen en la tabla 37.

Tabla 37: Evaluacion del porcentaje de colageno en las heridas del grupo AMSC.

Desviacion Error Intervalo confianza 95%
tipica tipico Inferior Superior
1 12

[ 1 ] 25,67 2,86 0,83 23,85 27,48 18,98 29,92
n 11 27,87 3,52 1,06 25,51 30,24 22,78 31,61
BE w© 42,02 7,05 2,23 36,98 47,07 31,09 50,79
Bl = 56,33 2,77 0,80 54,57 58,09 52,98 61,73
12 64,54 5,47 1,58 61,06 68,02 52,69 71,12
10 69,18 8,78 2,78 62,90 75,46 53,86 79,89
67 47,42 17,90 2,19 43,05 51,79 18,98 79,89

Una vez obtenidos los resultados descriptivos, se realizé la comparaciéon de estos valores
entre los tiempos de estudio obteniendo los resultados que aparecen a continuacion en la tabla
38y la grafica 8.

Tabla 38: Estudio comparativo entre tiempos del factor porcentaje de colageno en las
heridas del grupo AMSC.

Desviacion Error tip. Intervalo Confianza 95%
tip. de media Inferior Superior

-2,28 5,89 1,78 -6,24 1,68 1,28 10 0,229
-15,8 7,96 2,52 21,50 -10,10 628 9 0,000
-30,66 3,48 1,00 -32,87 -28,45 305 11 0,000
-38,88 5,76 1,66 -42,53 -35,22 233 11 0,000
-43,08 10,11 3,20 -50,31 -35,85 134 9 0,000
-15,02 5,70 1,90 -19,40 -10,64 791 8 0,000
-28,66 4,43 1,33 -31,63 -25,68 21,4 10 0,000
-36,41 7,69 2,32 -41,57 -31,24 -157 10 0,000
-40,79 7,61 2,54 -46,64 -34,94 -160 8 0,000
-14,61 7,48 2,37 -19,96 -9,26 6,18 9 0,000
22,23 11,37 3,60 -30,37 -14,09 6,18 9 0,000
-27,39 9,08 3,21 -34,98 -19,80 853 7 0,000
-8,214 6,75 1,95 -12,50 -3,92 -422 11 0,001
-13,03 10,29 3,25 -20,39 -5,67 -401 9 0,003
-2,83 9,20 2,91 -9,41 3,75 097 9 0,357
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Grafica 8: Evolucion del porcentaje de colageno en el tiempo en las heridas del grupo AMSC.
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Como podemos apreciar en los resultados arriba expuestos, existe un crecimiento exponencial
estadisticamente significativo del depdsito de coldgeno maduro en las heridas infiltradas con
AMSC a medida que avanza el tiempo de estudio. Es importante resaltar que la mayor parte del
colageno se deposité entre los dias 2 y 7 de una forma rapida y efectiva. Entre los dias 1y 2 no
existieron diferencias significativas, con lo que la formacion de coldageno maduro entre ambos

fue constante, pero sin grandes cambios.
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Grupo AMSC+PRGF: Estudio Descriptivo y Comparativo del Factor Tiempo

A continuacién se exponen de forma independiente todos los datos obtenidos en el grupo de
estudio AMSC+PRGF. Para comenzar se exponen los datos obtenidos en cada uno de los tiempos
de estudio para las diferentes variables estudiadas, y posteriormente se realiza una comparacion

de los mismos, lo cual se muestra en graficos de forma mas ilustrativa.

Estudio Macroscopico

Tal y como ya hemos comentado con anterioridad, se evalud el porcentaje de cicatrizacion
cutanea, la presencia/ausencia de infeccidn, el color de la cicatriz, el grosor de la cicatriz y por

ultimo la retraccion de la misma.

175 Deborah Chicharro Alcantara



Resultados

Cicatrizacion cutdnea

Los valores de cicatrizacion cutdnea se muestran como porcentajes. La tabla 39 muestra los
distintos datos obtenidos en los diferentes tiempos de estudio. Ademas se han incorporado los

valores medios, la desviacidn tipica y el intervalo de confianza entre otros parametros.

Tabla 39: Evaluacion de la cicatrizacion cutanea en las heridas del grupo AMSC+PRGF.

Desviacion Error Intervalo confianza 95%
tipica tipico Inferior Superior

12 38,66 7,9 ,29 33,62 43,71 31,97 57,78

50,53 ,74 46,69 54,37 44,11 65,30

75,71 28,82 56,35 95,07 0,00 100,00

--————--

Los resultados obtenidos en cada uno de los tiempos de estudio se compararon entre si y se

exponen a continuacién tanto en la tabla 40 como en la grafica 9.

Tabla 40: Estudio comparativo entre tiempos del factor cicatrizacion cutanea en las heridas
del grupo AMSC+PRGF.

Desviacién | Error tip. Intervalo confianza 95%
tip de media Limite inferior Limite superior

_____---

DIA1-DIA3 -17,15 8,30 ,50 -22,73 -11,58 -6,85 0,000

_____---

DIA1-DIA7 -27,40 10,67 -35,04 -19,77 -8,12 0,000

_____---

DIA2-DIA3 7,41 10,88 -14,32 -0,50 -2,36 0,038
DIAZ-DIAS _____---
DIA2-DIA7 -16,58 11,36 -24,22 -8,94 484 10 0,001

_____---
-4,45 9,5 ,74 -10,49 1,58 -1,62 0,133
_____---
-30,27 30,45 9,18 -50,73 -9,82 -3,30 0,008
_____---
-24,59 31,13 -45,51 -3,68 262 10 0,026
_____---
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Grafica 9: Evolucion de la cicatrizacidn cutanea cutanea expresada en porcentaje en las heridas del
grupo AMSC+PRGF en el tiempo.
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Se observan diferencias estadisticamente significativas prdcticamente entre todos los dias del
estudio. Se aprecia un proceso de cicatrizacion muy rapido de las heridas cutdneas tratadas con
AMSC+PRGF y progresivo a medida que avanza el tiempo desde el primer dia del estudio hasta el
final, llegando a estabilizarse a dia 7. Cabe destacar que entre los dias 3 y 5 la gran mayoria de

las heridas cutdneas ya presentaban al menos una cicatrizacién del 50% de su superficie.

La variable infeccidn se evalué con una escala numérica en la que O se adjudicaba a aquellas
heridas con signos macroscépicos evidentes de infeccién/contaminacidén bacteriana, mientras
que aquellas que no demostraban poseer signos de infeccidon se calificaban con un 1. A

continuacion, en la tabla 41 se muestran los resultados obtenidos de dicha variable.

Tabla 41: Evaluacion del porcentaje de infeccion en las heridas del grupo AMSC+PRGF.

1 | oAt | o2 | D3 | DIAs_| D7 | DiA10 | TOTAL |
12 11 70

Recuento 11 12 12 12
% 15,70% 17,10% 17,10% 17,10% 17,10% 15,70% 100,00%

Recuento 11 12 12 12 12 11 70
% 15,70% 17,10% 17,10% 17,10% 17,10% 15,70% 100,00%

TOTAL

Como claramente se observa en la tabla 41, ninguna de las heridas cutdneas presentd signos de

infeccidn, por lo que no fue necesario realizar el estudio estadistico comparativo entre tiempos.
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Para valorar el color de la cicatriz de las heridas cutaneas se valord el aspecto macroscépico
de la cicatriz de las heridas y se clasificé en: hiperpigmentada, pigmentada, roja, casi normal y
normal en cada uno de los tiempos de estudio. A continuacién se muestran los resultados

obtenidos de dicha variable (Tabla 42).

Tabla 42: Evaluacion del color de la cicatriz en las heridas del grupo AMSC+PRGF.

1 | piA1 ]| oAz | DiA3 | DfAs | Dia7 | Diato | TOTAL |
6

Recuento 2 2 0 1 1 0
% 33,30% 33,30% 0,00% 16,70% 16,70% 0,00% 100,00%

Recuento 6 6 7 3 3 0 25
CASI NORMAL

% 24,00% 24,00% 28,00% 12,00% 12,00% 0,00% 100,00%

Recuento 3 4 5 8 8 11 39
NORMAL

% 7,70% 10,30% 12,80% 20,50% 20,50% 28,20% 100,00%
Recuento 11 12 12 12 12 11 70

% 15,70% 17,10% 17,10% 17,10% 17,10% 15,70% 100,00%

Tras la exposicion de los resultados respecto al color de la cicatriz en heridas tratadas con
AMSC+PRGF, pasamos a realizar el estudio estadistico de los mismos datos entre tiempos de
estudio, donde se muestran las diferencias significativas marcadas en rojo en la tabla 43. Estas

mismas son posteriormente reflejadas para su mejor comprensién graficamente en la grafica 10.

Tabla 43: Estudio comparativo entre tiempos del factor color de la cicatriz en las heridas del

grupo AMSC+PRGF.
[ valr [ a1 [ . et e

Chi-cuadrado de Pearson 19,763a 10 0,032
Razén de verosimilitudes 24,574 10 0,006
Asociacion lineal por lineal gSEW/TE] 1 0,000

N de casos validos 70
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Grafica 10: Evolucidn del color de la cicatriz de las heridas del grupo AMSC+PRGF en el tiempo.
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Existe un claro cambio en la coloracién de la cicatriz de las heridas infiltradas con AMSC+PRGF
hacia una coloracién normal de forma temprana. Se muestran diferencias estadisticamente
significativas a dias 1, 2 y 3 con respecto al dia 10, donde conforme pasan los dias un mayor
numero de heridas reflejan un color de cicatriz cada vez mas semejante al de una cicatriz
fisiolégica, alcanzando un color de cicatriz completamente normal en el 100% de las heridas a

dia 10, y porcentajes en torno al 70% a penas a dia 5 de la realizacién de las heridas.

Para la valoracion del grosor de la cicatriz nos centramos principalmente en los bordes de
cada una de las heridas y los clasificamos seglin una escala cualitativa ya validada y publicada en
queloides, cicatrices hipertrdficas, casi normales o normales. Los resultados tras la evaluacion de

dicha variable se muestran a continuacion en la tabla 44.

Tabla 44: Evaluacion del grosor de la cicatriz en las heridas del grupo AMSC+PRGF.

0 1 1 0 4

1 1
CASI NORMAL

25,00% 25,00% 0,00% 25,00% 25,00% 0,00% 100,00%

10 11 12 11 11 11 66
NORMAL

15,20% 16,70% 18,20% 16,70% 16,70% 16,70% 100,00%

11 12 12 12 12 11 70
TOTAL
15,70% 17,10% 17,10% 17,10% 17,10% 15,70% 100,00%
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Una vez descritos los resultados obtenidos se valoré mediante la realizacién de un estudio
comparativo las diferencias entre los distintos tiempos de estudio, los cuales aparecen

expuestos en la tabla 45 y gréfica 11.

Tabla 45: Estudio comparativo entre tiempos del factor grosor de la cicatriz en las heridas del
grupo AMSC+PRGF.

Do e s mnot bieen)

(o) IFIEL LGN EIS I | 2,085 | 5 0,837

Razén de verosimilitudes [T} RN 0,652

Asociacion lineal por lineal JRoJElHE 0,548

N de casos validos 70

Grafica 11: Evolucidn del grosor de la cicatriz de las heridas del grupo AMSC+PRGF en el tiempo.
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En el caso del la evaluacién del grosor de cicatriz de las heridas tratadas con AMSC+PRGF, no
se observaron diferencias significativas entre los tiempos de estudio. Es importante destacar que
de manera progresiva al comienzo del estudio y posteriormente de forma constante, todas las
heridas presentaron un grosor de cicatriz normal o casi normal y no se detectaron queloides ni

cicatrices hipertréficas.

Se trata de una variable evaluada de forma subjetiva y clasificada en cicatrices muy retraidas,
con retraccién moderada o ausente. A continuacidn, en la tabla 46 se exponen los resultados

obtenidos con respecto a la retraccién de la cicatriz.
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Tabla 46: Evaluacion de la retraccion de la cicatriz en las heridas del grupo AMSC+PRGF.

! [ oh1 ]| paz | D3 [ D5 | Dia7 | DlA10 [ TOTAL
0

0 0 0 1 0 0 1
MODERADA

0,00% 0,00% 0,00% 100,00% 0,00% 0,00% 100,00% 0,00%

11 12 12 11 12 11 69 11
AUSENCIA
15,90% 17,40% 17,40% 15,90% 17,40% 15,90% 100,00% 15,90%
- 11 12 12 12 12 11 70 11
15,70% 17,10% 17,10% 17,10% 17,10% 15,70% 100,00% 15,70%

Con posterioridad a la obtencion de los resultados descriptivos se procedié a realizar la

comparacion de estos valores entre los tiempos de estudio, obteniendo los resultados que
aparecen en forma de tabla (tabla 47) y grafica (grafica 12).

Tabla 47: Estudio comparativo entre tiempos del factor retraccion de la cicatriz en las heridas
del grupo AMSC+PRGF.

v [ [ sie s i)
Chi-cuadrado de Pearson 14,094 10 0,169

Razén de verosimilitudes VLI )] 0,154

Asociacion lineal por lineal JNoNof:5 R 0,776

N de casos validos 67

Grafica 12: Evolucidn de la retraccion de la cicatriz de las heridas del grupo AMSC+PRGF en el
tiempo.
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Una vez mas, la variable retraccién de la cicatriz no muestra diferencias significativas entre los
tiempos de estudio. La gran mayoria de los animales no presentan retraccién de cicatriz alguna

lo que justifica la ausencia de diferencias estadisticamente significativas entre tiempos.
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Estudio Microscopico

Tras la realizacion del estudio macroscopico se procedid a realizar el estudio microscépico el
cual consistio en el tallado de las muestras e inclusién de las mismas en bloques de parafina para
la obtencion de preparaciones histoldgicas las cuales fueron tefiidas mediante dos tinciones

diferentes: hematoxilina eosina y tricrémico de masson.

Dicho estudio, como ya se ha comentado con anterioridad, consistid en la evaluacion de las
siguientes variables: epitelizacion cutdnea, grado de inflamacién, proceso de angiogénesis y el

porcentaje de colageno.

Esta variable fue expresada en todo momento en porcentaje y mediante la obtencién de
medidas directas de cada una de las heridas cutaneas, midiendo las extensiones de borde a
borde de nuevos y antiguos epitelios. Los resultados obtenidos se muestran a continuacién en la

tabla 48.

Tabla 48: Evaluacion de la epitelizacion cutanea en las heridas del grupo AMSC+PRGF.

Desviacion Error Intervalo confianza 95%
tipica tipico Inferior Superior

1| 21,32 3,11 0,90 19,34 23,29 16,05 26,72
Bl o 25,87 3,35 1,06 23,47 28,27 22,17 33,77
BEl G 29,44 4,86 1,40 26,36 32,53 23,21 42,53
Bl o 38,71 4,75 1,50 35,31 42,11 34,26 49,49
10 54,22 17,01 5,38 42,05 66,38 40,55 100
Bl « 84,15 13,47 4,06 75,11 93,20 67,29 100
65 41,89 23,67 2,94 36,02 47,75 16,05 100

Para comparar los valores de la epitelizacion cutanea entre los diferentes tiempos de estudio,

se realizo el estudio estadistico de dichas variables (Tabla 49 y Grafica 13).
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Tabla 49: Estudio comparativo entre tiempos del factor epitelizacion cutanea en las heridas
del grupo AMSC+PRGF.

Desviacion Error tip. Intervalo Confianza 95%
tip. de media Inferior Superior

-4,02 4,13 1,31 -6,97 -1,07 308 9 0,013
-8,13 5,52 1,59 -11,63 -4,62 510 11 0,000
-18,18 6,39 2,02 22,75 -13,61 900 9 0,000
32,57 15,99 5,06 -44,01 21,13 644 9 0,000
-62,85 13,92 4,20 72,20 -53,49 -1497 10 0,000
-3,88 6,03 1,91 -8,20 0,44 203 9 0072
-13,39 7,65 2,71 -19,79 -6,99 -495 7 0,002
-28,54 20,13 7,12 -45,37 -11,71 -401 7 0,005
-54,42 11,11 3,70 62,96 -45,88 -1470 8 0,000
-8,94 7,74 2,45 -14,48 -3,41 365 9 0,005
24,31 18,73 5,92 -37,71 -10,91 -410 9 0,003
-54,86 15,00 4,52 -64,94 -44,78 12,13 10 0,000
-17,17 20,96 7,41 -34,68 0,35 232 7 0,054
-43,62 17,09 5,70 -56,76 -30,48 765 8 0,000
-32,27 15,57 4,70 -42,73 -21,80 6,87 10 0,000

Grafica 13: Evolucion de la epitelizacidn cutanea expresada en porcentaje en las heridas del grupo
AMSC+PRGF.
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El estudio de la epitelizacidon cutdnea muestra diferencias estadisticamente significativas
desde el dia 1 del estudio hasta el dia 10. Podemos apreciar un porcentaje de epitelizacién que
se incrementa de forma rapida y progresiva en las heridas que fueron tratadas con AMSC+PRGF.
Se alcanzd una epitelizacién mds rapida entre los periodos de tiempo 7 y 10 dias. Dicho
incremento del porcentaje de epitelizacion muestra diferencias estadisticamente significativas

incluso al principio del estudio entre los dias 1y 2.
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La variable de la inflamacién se evalué mediante dos formas, por un lado la intesidad de la

reaccioén inflamatoria y por otro la distribucién de la misma.

Intensidad Inflamatoria
Para valorar la intensidad inflamatoria de las heridas cutdneas se estudié el infiltrado
inflamatorio en la dermis de las heridas y se clasificd en: infiltrado inflamatorio severo, fuerte,

ligero o ausente. Los resultados aparecen expuestos en la tabla 50.

Tabla 50: Evaluacion de la intensidad de la reaccion inflamatoria en las heridas del grupo
AMSC+PRGF.

T oai "oz | oia3 | Dias | bia7 | oiato | tora |
2

Recuento 0 1 0 0 1 0
AUSENTE
% 0,00% 50,00% 0,00% 0,00% 50,00% 0,00% 100,00%
Recuento 1 3 3 3 5 8 23
LIGERA
% 4,30% 13,00% 13,00% 13,00% 21,70% 34,80% 100,00%
Recuento 8 5 5 6 3 2 29
FUERTE
% 27,60% 17,20% 17,20% 20,70% 10,30% 6,90% 100,00%
Recuento 3 3 4 3 2 0 15
SEVERA
% 20,00% 20,00% 26,70% 20,00% 13,30% 0,00% 100,00%

Recuento 12 12 12 12 11 10 69
% 17,40% 17,40% 17,40% 17,40% 15,90% 14,50% 100,00%

A continuacién, se recogen los resultados obtenidos tras el estudio comparativo entre

tiempos de dicha variable (Tabla 51 y Grafica 14).

Tabla:51 Estudio comparativo sobre la intensidad de la reaccién inflamatoria en las heridas
del grupo AMSC+PRGF.

Tvor [ [ sk o biaen

Chi-cuadrado de Pearson Rlof:p Il 0,143
Razén de verosimilitudes [ LX:{eYRNN1] 0,095
Asociacion lineal por lineal gRcHapk 1 0,003

N de casos validos 69
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Grafica 14: Evolucidn de la intensidad de la reaccion inflamatoria de las heridas del grupo
AMSC+PRGF en el tiempo.
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En cuanto la la intesidad de la reaccidn inflamatoria, podemos apreciar que desde el primer
dia de estudio, es decir 24 horas tras la realizacién de las heridas, la intensidad de reaccion esta
va disminuyendo hasta llegar a conseguir que la gran mayoria de las heridas presentase una

ligera reaccion inflamatoria al final del mismo.

Distribucion de la reaccidn inflamatoria

En segundo lugar se valoré la distribuciéon de la reaccion inflamatoria mediante el andlisis de la
localizacién del infiltrado inflamatorio en las preparaciones histoldgicas teiiidas con
hematoxilina-eosina. En la tabla 52 vemos reflejados los valores obtenidos en cada tiempo de
estudio.

Tabla 52: Evaluacion de la distribucion de la reaccion inflamatoria en las heridas del grupo
AMSC+PRGF.

| [ o1 ]| piaz | bia3_[ DAs | D7 | DIA10 | TOTAL
3

. Recuento 3 6 3 2 1 18
SUBEPIDERMICA
% 16,70% 33,30% 16,70% 11,10% 5,60% 16,70% 100,00%

Recuento 3 2 2 5 3 6 21
% 14,30% 9,50% 9,50% 23,80% 14,30% 28,60% 100,00%
Recuento 6 3 7 5 6 1 28
COMBINADAS
% 21,40% 10,70% 25,00% 17,90% 21,40% 3,60% 100,00%
o Recuento 12 11 12 12 10 10 67
% 17,90% 16,40% 17,90% 17,90% 14,90% 14,90% 100,00%

A continuacidn, en la tabla 53 y la gréfica 15 se muestra el estudio comparativo para la

presente variable.
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Tabla 53: Estudio comparativo sobre la distribucion de la reaccion inflamatoria en las heridas
del grupo AMSC+PRGF.

 Tveer L [se snwicabiaer)
(o IFTELIELINCENLET I 14,094 | 10 0,169

Razon de verosimilitudes [V W3 (o] 0,154
Asociacion lineal por lineal JNff:5] 1 0,776

N de casos validos 67

Grafica 15: Evolucion de la distribucion de la reaccion inflamatoria de las heridas del grupo
AMSC+PRGF en el tiempo.
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El infiltrado inflamatorio se encuentra distribuido a nivel difuso en la dermis en la gran
mayoria de las heridas a medida que avanzan los tiempos de estudio hasta alcanzar un maximo
numero de heridas con dicha distribucién a dia 10, mientras que hasta el dia 7 del estudio es la
combinacion de ambas distribuciones la que predomina, mostrando diferencias

estadisticamente significativas entre los dias de estudio 5y 10.

La angiogénesis se evalud objetivamente mediante la visualizacién y contabilizacién directa de
vasos de pequeiio y mediano calibre de nueva formacién en la preparacién. En la tabla 54

aparecen de manera descriptiva los resultados obtenidos de dicha variable.
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Tabla 54: Evaluacion de la angiogénesis en las heridas del grupo AMSC+PRGF.

Desviacion Error Intervalo confianza 95%
tipica tipico Inferior Superior

12,71 10,77 14,65

18,86 16,88 20,84

m
--————--

Los resultados obtenidos en cada uno de los tiempos de estudio se compararon entre si y se

exponen a continuacién en forma de tabla (Tabla 55) y de grafica (Grafica 16).

Tabla 55: Estudio comparativo entre tiempos del factor angiogénesis en las heridas del grupo
AMSC+PRGF.

Desviacion Error tip. Intervalo Confianza 95% .
tip . . . t Sig
de media Inferior Superior
DIAL-DIA2 _____---

2,93 -5,30 -0,56 2,92 0,022
_____---

DIA1-DIA7 -13,94 -16,22 -11,67 -13,48 0,000

_____---

DIA2-DIA3 -1,76 -4,67 -1,48

_____---

DIA2-DIA7 -12,62 -15,86 -9,38 -8,81 0,000
DIA3-DIAS -4,39 -7,31 -1,46 -3,67

_____---
-11,83 3,91 48 -15,45 -8,21 -8,00 0,000
_____---
-6,38 3,6 -8,97 -3,79 -5,58 0,000
_____---
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Grafica 16: Evolucidn de la angiogénesis en el tiempo de las heridas del grupo AMSC+PRGF.
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El proceso de neovascularizacién presentd un incremento progresivo desde el dia 1 del

estudio hasta el dia 7 de forma estadisticamente significativa en las heridas tratadas con

AMSC+PRGF. Cabe destacar el rdpido proceso de angiogénesis que tuvo lugar entre el periodo

de tiempo comprendido entre el dia 3 y el dia 7 de estudio, periodo en el cual se muestra un

incremento exponencial y muy rapido,

formados.

llegando a duplicar la cantidad de nuevos vasos

El depdsito de coldgeno maduro en las heridas cutdneas fue calculado de forma objetiva en

las preparaciones tefiidas con la tincidn tricrémico de masson y expresado en todo momento en

forma de porcentaje. Los resultados se encuentran expuestos en la tabla 56.

10
Total

Tabla 56: Evaluacion del porcentaje de colageno en las heridas del grupo AMSC+PRGF.

10
8
11
12
10
63

29,08
32,15
46,03
58,81
67,17
74,65
51,40

Deborah Chicharro Alcantara

4,13
4,06
5,76
2,68
4,36
2,92
17,88

Desviacion Error
tipica tipico

1,19
1,28
2,04
0,81
1,26
0,92
2,25

Inferior
26,46
29,25
41,21
57,01
64,39
72,56
46,89

Intervalo confianza 95%

Superior
31,70
35,05
50,84
60,61
69,94
76,73
55,90

22,68
26,19
37,41
55,38
60,32
69,08
22,68

35,73
37,41
54,43
63,88
72,36
79,55
79,55
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El estudio estadistico comparativo que se realizdé de dicha varibale en los distintos tiempos de

estudio se muestra a continuacion en la tabla 57 y en la grafica 17.

Tabla 57: Estudio comparativo entre tiempos del factor porcentaje de colageno en las

DIA1-DIA2 -2,91
DIA1-DIA3 -16,41
DIA1-DIAS -29,68
DIA1-DIA7 -38,08
DIA1-DIA10 -45,17
DIA2-DIA3 -14,11
DIA2-DIAS -27,50
DIA2-DIA7 -35,28
DIA2-DIA10 -42,98
DIA3-DIAS -14,54
DIA3-DIA7 -21,49
DIA3-DIA10 -28,57
DIA5-DIA7 -8,92
DIAS5-DIA10 -15,50
DIA7-DIA10 -6,18

Grafica 17: Evolucion del porcentaje de colageno en el tiempo en las heridas del grupo AMSC+PRGF.

heridas del grupo AMSC+PRGF.

Desviacion Error tip.
tip. de media Inferior

7,84
8,90
5,26
3,70
6,38
3,89
4,17
6,94
3,07
5,27
9,70
4,47
5,08
3,92
4,95

2,48
3,15
1,59
1,07
2,02
1,47
1,39
2,19
1,02
1,99
3,43
1,69
1,53
1,24
1,57

Intervalo Confianza 95%

-8,52
-23,85
-33,21
-40,44
-49,73
-17,70
-30,70
-40,24
-45,33
-19,42
-29,60
-32,70
-12,33
-18,30
9,72

Superior

2,70
-8,98
-26,14
-35,73
-40,60
-10,51
-24,29
-30,32
-40,62
-9,67
-13,38
-24,44
-5,50
-12,69
-2,64
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-22,38
-9,61
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-16,08
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-6,27
-16,93
-5,82
-12,49
-3,95

+ Diferencias con dia 1. * Diferencias con dia 2. * Diferencias con dia 3. # Diferencias con dia 5.

92 Circulos outlier. #Datos andmalos (quedan fuera del estudio estadistico).

El porcentaje de coldgeno en las heridas tratadas con AMSC+PRGF muestra diferencias

F Diferencias con dia 7. [ Diferencias con dia 10.

9
7
10

O N O © ® o Vo

[N
© o

0,271
0,001
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,003

estadisticamente significativas entre todos los tiempos a excepcion de entre los dias 1y 2. Se

aprecia claramente un aumento exponencial y muy rapido de depdsito de fibras de colageno

maduro en dichas heridas cutaneas entre los periodos de tiempo comprendidos entre 2 y 7 dias,
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cuyos porcentajes llegan a duplicarse en un periodo relativamente corto. Finalmente el depésito

de colageno maduro alcanza su maximo a los 7 dias, no presentando diferencias a los 10 dias.
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Grupo PRGF: Estudio Descriptivo y Comparativo del Factor Tiempo

En la presente seccidn se exponen los resultados obtenidos de forma individual de cada una
de las variables evaluadas en el grupo de heridas cutdneas tratadas solo con PRGF,
adicionalmente también se muestra el estudio estadistico que compara la evolucidon de los
resultados para cada una de las variables estudiadas a lo largo de los diferentes tiempos de

estudio.

Estudio Macroscopico

El estudio macroscépico consistid en la evaluacidn y medicién de la cicatrizacidon cutdnea,
ademas de la evaluacion del color, grosor y retraccién de las cicatriz de las heridas cutaneas asi
como la valoracion de la presencia de infeccidn en las heridas. Como ya se ha realizado con
anterioridad, se estudié cada una de las variables independientemente para cada uno de los

tiempos de estudio y posteriormente se compararon entre si.
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Cicatrizacion cutdnea

En la tabla 58 se presentan de manera descriptiva los valores obtenidos en el cdlculo de la
cicatrizacion cutanea de las heridas en cada uno de los tiempos de estudio, incluyendo en cada

caso la media de los datos obtenidos junto con la desviacidn tipica y el intervalo de confianza.

Tabla 58: Evaluacion de la cicatrizacion cutanea en las heridas del grupo PRGF.

Desviacion Error Intervalo confianza 95%
tipica tipico Inferior Superior

12 30,43 5,12 ,48 27,18 33,69 22,08 40,16

42,57 8,58 37,12 48,02 31,89 54,86

70,28 17,18 58,73 81,82 49,09

--————--

Una vez estudiados los datos, se llevd a cabo un estudio comparativo entre cada uno de los

tiempos de estudio, expuestos en la tabla 59 y grafica 18.

Tabla 59: Estudio comparativo entre tiempos del factor cicatrizacion cutanea en las heridas
del grupo PRGF.

Desviacion Error tip. Intervalo confianza 95%
tip de media Inferior Superior

_____---

-10,90 10,68 3,22 -18,07 -3,72 -3,39 0,007
_____---
-16,69 7,91 22,01 -11,38 700 10 0,000
_____---

DIA2-DIA3 -6,14 -9,68 -2,59 -3,81 0,003

_____---

DIA2-DIA7 -12,20 -17,21 -7,19 -5,36 11 0,000

_____---

DIA3-DIAS -6,00 -10,53 -1,47 -2,92 0,014
_____---
DIA3-DIA10 -33,40 16,77 -44,67 -22,13 -6,61 0,000

_____---
28,18 14,80 38,13 -18,24 632 10 0,000
_____---
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Grafical8: Evolucion de la cicatrizacidon cutanea cutanea expresada en porcentaje en las heridas del
grupo PRGF en el tiempo.
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9 Circulos outlier. #Datos andmalos (quedan fuera del estudio estadistico).

Como se aprecia en los resultados anteriormente expuestos, existieron diferencias
significativas entre todos los tiempos de estudio a excepcion de entre el dia 1y 2 y entre los dias
5y 7, lo que nos indica que se produjo un incremento paulatino del porcentaje de cicatrizacion

en las heridas tratadas con PRGF a medida que avanzaba el tiempo de estudio.

La evaluacién del aspecto macroscépico de las heridas nos permitié valorar de forma subjetiva

la presencia o ausencia de infeccidn de las mismas (Tabla 60).

Tabla 60: Evaluacion del porcentaje de infeccion en las heridas del grupo PRGF.

[ Toini | oz | oins | oas | oin7 | Diaio | Toral |
12 12 12 11 70

Recuento 11 12
AUSENCIA
% 15,70% 17,10% 17,10% 17,10% 17,10% 15,70% 100,00%
- 1 Recuento 11 12 12 12 12 11 70
% 15,70% 17,10% 17,10% 17,10% 17,10% 15,70% 100,00%

Tal y como ocurrié en los dos grupos anteriores, todas las heridas cutdneas presentaron un

aspecto macroscoépico indicativo de ausencia de infeccién.

Encontramos los correspondientes datos del grupo PRGF al color de la cicatriz en todos los

tiempos de estudio en la tabla 61.
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Tabla 61: Evaluacion del color de la cicatriz en las heridas del grupo PRGF.

1 [ oA [ o2 | DAs | o5 | Dia7 [ DIAt0 | TOTAL
0 11

Recuento 3 1 5 1 1

% 27,30% 9,10% 45,50% 9,10% 9,10% 0,00% 100,00%

Recuento 8 7 6 4 2 1 28

CASI NORMAL

% 28,60% 25,00% 21,40% 14,30% 7,10% 3,60% 100,00%

Recuento 0 4 1 7 9 10 31

NORMAL

% 0,00% 12,90% 3,20% 22,60% 29,00% 32,30% 100,00%

o Recuento 11 12 12 12 12 11 70
% 15,70% 17,10% 17,10% 17,10% 17,10% 15,70% 100,00%

Tal y como se ha realizado hasta el momento los datos obtenidos para la presente variable
fueron sometidos a un estudio comparativo para valorar las diferencias significativas entre
tiempos, y los resultados se muestran en la tabla 62 y grafica 19.

Tabla 62: Estudio comparativo entre tiempos del factor color de la cicatriz en las heridas del
grupo PRGF.

[ veor | o] i sinotaten)
Chi-cuadrado de Pearson [cVi:{-p (o] 0,000

Razén de verosimilitudes RTX[3MNT0) 0,000

Asociacion lineal por lineal glif:E-NINNE 0,000

N de casos validos 70

Grafica 19: Evolucidn del color de la cicatriz de las heridas del grupo PRGF en el tiempo.
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En los resultados obtenidos se muestra una evolucion favorable del color de la cicatriz de las

heridas infiltradas con PRGF. A medida que avanzan los tiempos de estudio, se consigue una
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mejoria estadisticamente significativa del color en la mayoria de los animales entre los tiempos

de estudio 5y 10.

Con referencia al grosor de cicatriz en las heridas cutaneas, a continuacion, en la tabla 63 se

reflejan los resultados obtenidos para dicha variable.

Tabla 63: Evaluacion del grosor de la cicatriz en las heridas del grupo PRGF.

[ TToai | o2 | o3 | oias | oiaz | Diato | roma |
0

- 0 0 1 0 0 0 1
HIPERTROFICA
- 0,00% 0,00% 100,00% 0,00% 0,00% 0,00% 100,00% 0,00%

0 1 3 3 1 0 8 0
CASI NORMAL

0,00% 12,50% 37,50% 37,50% 12,50% 0,00% 100,00% 0,00%

11 11 8 9 11 11 61 11
NORMAL

18,00% 18,00% 13,10% 14,80% 18,00% 18,00% 100,00% 18,00%

11 12 12 12 12 11 70 11
TOTAL

15,70% 17,10% 17,10% 17,10% 17,10% 15,70% 100,00% 15,70%

Los datos fueron sometidos posteriormente a un estudio estadistico comparativo entre

tiempos de estudio, obteniendo los siguientes resultados reflejados en la tabla 64 y grafica 20.

Tabla 64: Estudio comparativo entre tiempos del factor grosor de la cicatriz en las heridas del

grupo PRGF.
 Tvar [ o[ stk |
Chi-cuadrado de Pearson 12,671 10 0,243
Razén de verosimilitudes X1y ] 0,226
Asociacion lineal por lineal JNeJ=:F] 1 0,455
N de casos validos 70
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Grafica20: Evolucion del grosor de la cicatriz de las heridas del grupo PRGF en el tiempo.
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No existieron diferencias significativas entre ningun tiempo de estudio con respecto al grosor

de la cicatriz en las heridas tratadas con PRGF.

La retraccion de la cicatriz en las heridas cutaneas fue valorada en base a una escala numérica
en la que se analizé si la retraccion era severa, moderada o ausente. Los resultados se muestran

en la tabla 65.

Tabla 65: Evaluacidn de la retraccién de la cicatriz en las heridas del grupo PRGF.

[ Toai [“on2 [ oias | oas | oia7 | biato | Tor|
0

0 0 1 0 0 0 1
MODERADA
0,00% 0,00% 100,00% 0,00% 0,00% 0,00% 100,00% 0,00%
11 12 11 12 12 11 69 11
AUSENCIA
15,90% 17,40% 15,90% 17,40% 17,40% 15,90% 100,00% 15,90%

11 12 12 12 12 11 70 11
15,70% 17,10% 17,10% 17,10% 17,10% 15,70% 100,00% 15,70%

T

A continuacién, en la tabla 66 y grafica 21 se muestran los resultados obtenidos de comparar
los valores de cada uno de los tiempos de estudio para poder analizar la evolucion de la

retraccion de la cicatriz en las heridas cutdneas en el tiempo.
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Tabla 66: Estudio comparativo entre tiempos del factor retraccion de la cicatriz en las heridas
del grupo PRGF.

v [ e s i)
Chi-cuadrado de Pearson [V ic[oc Il 0,428

Razon de verosimilitudes R I-Y 0,609

Asociacién lineal por lineal JNojpip RN 0,589

N de casos validos 70

Grafica 21: Evolucidn de la retraccion de la cicatriz de las heridas del grupo PRGF en el tiempo.
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Como se puede observar no existen diferencias estadisticamente significativas en lo que
respecta a este pardmetro. Apreciando en casi el 100% de los casos una ausencia de la

retraccion de la herida.

Estudio Microscépico

Dentro del estudio microscopico evaluamos la epitelizacidn cutanea de las heridas, el proceso

inflamatorio, la angiogénesis y el depdsito de coldgeno maduro.

La epitelizacidon cutanea se midié de forma directa sobre las preparaciones histolégicas de
hematoxilina-eosina y se expresé en forma de porcentaje. En la tabla 67 se muestran los

resultados obtenidos de dicha variable.
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Tabla 67: Evaluacion de la epitelizacion cutanea en las heridas del grupo PRGF.

Desviacion Error Intervalo confianza 95%
tipica tipico Inferior Superior

18,88 17,51 20,25 16,14 22,05

27,12 25,12 29,11 22,14 31,93

72,65 16,70 61,43 83,87 51,34

-
--————--

Una vez obtenidos los datos se compararon entre cada uno de los tiempos para valorar las
posibles diferencias entre los mismos. Los datos resultantes de estos estudios estadisticos se

muestran en la tabla 68 y grafica 22.

Tabla 68: Estudio comparativo entre tiempos del factor epitelizacion cutanea en las heridas
del grupo PRGF.

Desviacion Error tip. Intervalo Confianza 95% .
tip de media Inferior Superior
DIAL-DIA2 _____---

DIA1-DIA3 -1,66 -5,90 -0,86 0,409

_____---

DIA1-DIA7 -26,21 19,37 -42,40 1002 -3,83 0,006
DIAL-DIAL0 _____---
DIA2-DIA3 -5,01 -7,77 224 410 0,003

_____---
-28,99 21,83 7,72 -47,24 -10,74 376 7 0,007
_____---
-4,11 4,2 7,18 -1,05 -3,03 0,014
_____---
-49,26 17,59 ,30 -61,08 -37,44 929 10 0,000
_____---
-43,99 15,73 -56,09 -31,90 -8,39 0,000
_____---
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Grafica 22: Evolucidn de la epitelizacion cutanea expresada en porcentaje en las heridas del grupo
PRGF.
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Como se puede observar en los resultados anteriores, se muestra un aumento lento pero
progresivo del porcentaje de epitelizacidn cutdnea en las heridas cutaneas infiltradas con PRGF a
medida que avanzan los tiempos de estudio. Dicho incremento muestra diferencias
estadisticamente significativas a partir del dia 2 hasta el dia 10 del estudio. En este caso el
intervalo de tiempo en el que encontramos un porcentaje de epitelizacién mas rdpido es entre

los dias 5y 10.

En cuanto a la valoracién de la reaccién inflamatoria expresada por las heridas cutdneas, se

decidié evaluar la intensidad y la distribucién de la reaccién inflamatoria.

Intensidad Inflamatoria

En primer lugar se evalué la intensidad del infiltrado inflamatorio en la dermis de las heridas

en cada tiempo de estudio. Dichos resultados se encuentran detallados en la tabla 69.
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Tabla 69: Evaluacion de la intensidad de la reaccion inflamatoria en las heridas del grupo
PRGF.

| T o | o2 | bi3 | bis | biaz | piaio | Tora |
7 5

T Recuento 0 2 1 1 4 1
% 0,00% 13,30% 6,70% 6,70% 26,70% 46,70% 100,00%

T Recuento 6 6 6 8 6 4 36
% 16,70% 16,70% 16,70% 22,20% 16,70% 11,10% 100,00%
Recuento 6 4 5 2 2 0 19
SEVERA
% 31,60% 21,10% 26,30% 10,50% 10,50% 0,00% 100,00%
= 1 Recuento 12 12 12 11 12 11 70
% 17,10% 17,10% 17,10% 15,70% 17,10% 15,70% 100,00%

Los datos obtenidos fueron sometidos a un estudio estadistico comparativo entre tiempos
para el estudio de posibles diferencias significativas entre los mismos. La tabla 70 muestra en
rojo la existencia de diferencias estadisticamente significativas entre tiempos, las cuales se
detallan graficamente en la grafica 23.

Tabla 70: Estudio comparativo sobre la intensidad de la reaccion inflamatoria en las heridas
del grupo PRGF.

I 78 I e

Chi-cuadrado de Pearson RWEi{o[-7 1 10) 0,011
Razdn de verosimilitudes 25,29 10 0,005

Asociacion lineal por lineal 17,6 1 0,000

N de casos validos 70

Grafica 23: Evolucion de la intensidad de la reaccion inflamatoria de las heridas del grupo PRGF en el

tiempo.
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Comenzamos a apreciar diferencias significativas entre tiempos mayoritariamente a partir del
dia 2 de estudio, donde se aprecia que al comienzo del estudio las heridas tratadas con PRGF
presentaron una reaccion inflamatoria fuerte y severa, la cual desciende conforme avanza el
tiempo en el estudio, hasta predominar mayoritariamente la inflamacion ligera a dia 10 del

estudio.

Distribucion de la reaccién inflamatoria

En segundo y ultimo lugar con referencia a la valoracidn de la distribuciéon de la inflamacidn,
mostramos los resultados obtenidos tras el andlisis de los datos para dicha variable en la tabla
71.

Tabla 71: Evaluacion de la distribucion de la reaccion inflamatoria en las heridas del grupo
PRGF.

[ [ omt ] oAz ]| bR3 [ DAs | pla7 | DlAz0 | TOTAL
1

. Recuento 3 5 3 2 2 16
SUBEPIDERMICA
% 18,80% 31,30% 18,80% 12,50% 12,50% 6,30% 100,00%

Recuento 3 3 4 4 3 7 24
% 12,50% 12,50% 16,70% 16,70% 12,50% 29,20% 100,00%

Recuento 6 4 5 5 6 3 29
COMBINADAS
% 20,70% 13,80% 17,20% 17,20% 20,70% 10,30% 100,00%
" Recuento 12 12 12 11 11 11 69
% 17,40% 17,40% 17,40% 15,90% 15,90% 15,90% 100,00%

Tras la descripcidn de los datos pasamos a exponer el estudio estadistico de dicha variable de

forma comparativa entre tiempos en la tabla 72 y grafica 24.

Tabla 72: Estudio comparativo sobre la distribucion de la reaccién inflamatoria en las heridas
del grupo PRGF.

I K773 I e

(o IRTELIEL[JLENET I | 7,877 | 10 0,641

Razon de verosimilitudes [y Y/ S ] 0,682
Asociacion lineal por lineal gNoJpf:f: N1 0,592

N de casos validos 69
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Grafica 24: Evolucion de la distribucion de la reaccion inflamatoria de las heridas del grupo PRGF en

el tiempo.
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En el caso de la variable distribucién de la reaccién inflamatoria en las heridas tratadas con
PRGF no encontramos diferencias significativas entre tiempos. Se muestra una tendencia de
encontrar una distribucion mas localizada a tiempos tempranos de estudio y acaban dando lugar

a una distribucién de la reaccién inflamatoria mas difusa.

La contabilizacién de la formacidon de nuevos vasos sanguineos fue evaluado de forma
objetiva en las preparaciones histoldgicas tefiidas con tricrémico de masson. Los resultados se

encuentran expuestos en la tabla 73.

Tabla 73: Evaluacion de la angiogénesis en las heridas del grupo PRGF.

Desviacion Error Intervalo confianza 95%
tipica tipico Inferior Superior

[ 1] 4,10 1,13 0,33 3,38 4,81 6,75
Bl = 4,35 1,30 0,39 3,48 5,23 3 6,5

[ 3 P 4,06 0,62 0,19 3,64 4,47 3 53

Bl =« 9,38 2,43 0,73 7,75 11,02 4 13,5
12 12,09 2,40 0,69 10,57 13,62 7 15,25
| 10 | 8 11,57 2,61 0,92 9,39 13,75 8,3 16,33
65 7,42 3,97 0,49 6,44 8,41 2,5 16,33

La tabla 74 y grafica 25 muestra el estudio comparativo realizado para esta variable entre

tiempos.
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Tabla 74: Estudio comparativo entre tiempos del factor angiogénesis en las heridas del grupo

PRGF.
Desviacion Error tip. Intervalo Confianza 95%
-0,16 2,04 0,62 -1,53 1,21 026 10 0,802
0,07 1,47 0,44 -0,92 1,06 016 10 0,879
-5,14 2,84 0,86 -7,05 -3,23 601 10 0,000
-8,00 2,19 0,63 -9,39 -6,60 12,63 11 0,000
-7,43 2,43 0,36 -9,46 -5,40 865 7 0,000
0,33 1,31 0,42 -0,61 1,26 0,78 9 0454
-5,06 3,38 1,07 -7,48 -2,63 472 9 0,001
-8,02 3,17 0,95 -10,15 -5,89 -840 10 0,000
-7,35 3,34 1,18 -10,14 -4,55 622 7 0,000
-5,42 2,68 0,85 s -3,50 639 9 0,000
-8,20 2,52 0,76 -9,89 -6,50 -10,78 10 0,000
-7,50 2,81 0,99 -9,85 -5,16 756 7 0,000
-2,70 3,28 0,99 -4,90 -0,49 2,73 10 0,021
-2,15 3,70 1,31 -5,25 0,94 1,65 7 0144
0,75 2,25 0,79 -1,13 2,62 0,94 7 0378

Grafica 25: Evolucion de la angiogénesis en el tiempo de las heridas del grupo AMSC+PRGF.
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El diagrama de cajas obtenido para el estudio de la variable angiogénesis en las heridas
tratadas con PRGF muestra diferencias significativas a partir del dia 3 del estudio, existe un
incremento rapido de la angiogénesis, especialmente entre los 3 y 5 dias de estudio, en cuyo
periodo la nueva formacion de vasos sanguineos llega a duplicarse. El proceso de angiogénesis
sin embargo, se mantiene estable y constante entre los intervalos de tiempo 1y 3y 7 y 10 dias

de estudio.
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Porcentaje de coldgeno

El depdsito de colageno maduro en las heridas cutdneas fue evaluado objetivamente a lo
largo de todos los tiempos de estudio y expresado en forma de porcentaje. Los datos se

encuentran expuestos en la tabla 75.

Tabla 75: Evaluacidn del porcentaje de colageno en las heridas del grupo PRGF.

Desviacion Error Intervalo confianza 95%
tipica tipico Inferior Superior

11 28,71 3,0 ,90 26,70 30,73 23,76 32,65

11 53,33 4,2 50,48 56,19 3,4 57,84

66,51 62,58 70,45 60,78

-—————-_

La tabla 76 y la grafica 26 muestra las diferencias significativas que encontramos entre tiempos

de estudio.

Tabla 76: Estudio comparativo entre tiempos del factor porcentaje de colageno en las
heridas del grupo PRGF.

Desviacion Error tip. Intervalo Confianza 95%
_____---
21,47 8,87 ,96 -28,29 -14,65 -7,26 0,000
_____---
-38,68 3,9 -41,19 -36,17 -33,94 0,000
_____---

DIA2-DIA3 -11,27 -16,69 -5,84 -5,08 0,002

_____---

DIA2-DIA7 -29,42 -32,44 -26,40 -22,44 0,000

_____---

DIA3-DIAS -11,59 10,20 -22,30 -0,88 -2,78 5 0,039
_____---
DIA3-DIA10 -25,27 -31,64 -18,89 -9,37 0,000

_____---
-14,07 -18,44 9,71 7,44 0,000
s am o om o am s sy w0 om
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Grafica 26: Evolucion del porcentaje de colageno en el tiempo en las heridas del grupo PRGF.
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9 Circulos outlier. #Datos andmalos (quedan fuera del estudio estadistico).

Claramente se aprecia que existen diferencias significativas entre todos los tiempos de
estudio. El depdsito de colageno se incrementa de forma exponencial a medida que avanza el

tiempo de estudio desde el primer dia de estudio hasta el ultimo.
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Grupo Placebo: Estudio Descriptivo y Comparativo del Factor Tiempo

En este capitulo se van a exponer los resultados del grupo de heridas cutaneas tratadas con
Placebo para cada una de las variables evaluadas en los diferentes tiempos de estudio de forma

individual.

Estudio Macroscopico

Al igual que en los otros tres grupos se evaluo la cicatrizacion cutdnea, la presencia/ausencia
de infeccidn, el color, el grosor y la retracciéon de las heridas cutdneas a lo largo del estudio

experimental.

Esta variable se calculé en forma de porcentaje. Se muestran los resultados obtenidos de la

cicatrizacion en la tabla 77.
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Tabla 77: Evaluacion de la cicatrizacidn cutanea en las heridas del grupo Placebo.

Desviacion Error Intervalo confianza 95%
tipica tipico Inferior Superior

20,19 17,15 23,24 14,43 28,82

29,52 26,95 32,09 21,89 35,19

64,73 18,66 52,19 77,26 42,58

-
--————--

Una vez presentados los datos de forma descriptiva, se llevé a cabo el estudio comparativo
entre los distintos tiempos de estudio, resaltando las diferencias significativas entre tiempos en

rojo (Tabla 78).

Tabla 78: Estudio comparativo entre tiempos del factor cicatrizacion cutanea en las heridas
del grupo Placebo.

Desviacion Error tip. Intervalo confianza 95%
tip de media Inferior Superior
DIAL-DIA2 _____---

DIA1-DIA3 -13,97 -18,52 -9,42 -6,84 0,000

_____---

DIA1-DIA7 -25,39 11,46 -33,09 -1769  -7,35 0,000
DIAL-DIAL0 _____---
DIA2-DIA3 -7,20 11,21 -3,19 395 11 0,002

_____---
-18,85 10,20 2,94 -25,33 -12,37 -6,40 0,000
_____---
2,13 7,5 -6,90 2,64 -0,98 0,347
_____---
-36,92 16,67 5,0 -48,12 -25,72 735 10 0,000
_____---
-35,20 20,39 -48,89 -21,50 -5,73 0,000
_____---

En la grafica 27 podemos ver de una forma mds visual los resultados obtenidos asi como las

diferencias entre los tiempos.
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Grafica 27: Evolucidn de la cicatrizacion cutanea cutanea expresada en porcentaje en las heridas del
grupo Placebo en el tiempo.

100,00+ o
+¥#F S +tFi +tFf +TERS +T##F
80,00
z
0
W 60,007
<
N
=
Lo -
o 40,00
o

w T

,007

T T T T T T
1 2 3 5 7 10

Dias

+ Diferencias con dia 1. 1 Diferencias con dia 2.  Diferencias con dia 3. # Diferencias con dia 5.
F Diferencias con dia 7. [ Diferencias con dia 10.

9 Circulos outlier. #Datos anémalos (quedan fuera del estudio estadistico).

Se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre todos los tiempos de estudio
a excepcion de entre el dia 3 y 5. Lo que muestra una evolucién progresiva del porcentaje de

cicatrizacidn en las heridas tratadas con placebo a lo largo del estudio.

La tabla 79 muestra los resultados tras la evaluacién de la presencia/ausencia de infeccién en

las heridas cutaneas.

Tabla 79: Evaluacién del porcentaje de infeccidn en las heridas del grupo Placebo.

| Toi o2 [“oias | oias | a7 | biato | Toral |
12 11 70

Recuento 11 12 12 12
AUSENCIA
% 15,70% 17,10% 17,10% 17,10% 17,10% 15,70% 100,00%
s Recuento 11 12 12 12 12 11 70
% 15,70% 17,10% 17,10% 17,10% 17,10% 15,70% 100,00%

Debido a que todas las heridas carecidan de signos de infeccién, no se realizé el estudio

comparativo de dichos datos.

En la tabla 80 se exponen los datos correspondientes al color de la cicatriz de las heridas

cutdneas en todos los tiempos de estudio para el grupo placebo.
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Tabla 80: Evaluacion del color de la cicatriz en las heridas del grupo Placebo.

1| o1 | pia2 | D3 | DAs | DA7 | DIA10 | TOTAL
1

Recuento 1 0 0 0 0 0
HIPERPIGMENTADA
% 100,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 100,00%
Recuento 1 0 2 0 0 0 3
PIGMENT.
% 33,30% 0,00% 66,70% 0,00% 0,00% 0,00% 100,00%
Recuento 4 5 5 2 2 0 18
% 22,20% 27,80% 27,80% 11,10% 11,10% 0,00% 100,00%
Recuento 4 6 5 9 7 6 37
CASI NORMAL
% 10,80% 16,20% 13,50% 24,30% 18,90% 16,20% 100,00%
Recuento 1 1 0 1 3 5 11
NORMAL
% 9,10% 9,10% 0,00% 9,10% 27,30% 45,50% 100,00%
TOTAL Recuento 11 12 12 12 12 11 70
% 15,70% 17,10% 17,10% 17,10% 17,10% 15,70% 100,00%

A continuacidn se realizd la comparacion entre tiempos de dicha variable, cuyos resultados se

exponen en la tabla 81, y en la gréfica 28.

Tabla 81: Estudio comparativo entre tiempos del factor color de la cicatriz en las heridas del
grupo Placebo.

e Tveor [ [ s oimaim bimen

(o IRIET [EL LML E I I | 30,646 | 20 0,06
Razon de verosimilitudes [JchNct:yANPI0) 0,05
Asociacion lineal por lineal BRI 0,000

N de casos validos 70

Grafica 28: Evolucion del color de la cicatriz de las heridas del grupo Placebo en el tiempo.
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En el grupo PCB el color de la cicatriz se encontraba mas enrojecida los primeros dias del
estudio, adquiriendo una coloracién casi normal y en algunos casos normal conforme pasaban

los dias.

Los resultados obtenidos tras el estudio del grosor de la cicatriz a lo largo de los tiempos de

estudio se muestran en la tabla 82.

Tabla 82: Evaluacion del grosor de la cicatriz en las heridas del grupo Placebo.

5 6 1 31

3 7 9
CASI NORMAL
- 9,70% 22,60% 29,00% 16,10% 19,40% 3,20% 100,00%
8 5 3 7 6 10 39
NORMAL
20,50% 12,80% 7,70% 17,90% 15,40% 25,60% 100,00%
11 12 12 12 12 11 70
15,70% 17,10% 17,10% 17,10% 17,10% 15,70% 100,00%

El estudio estadistico del grosor de la cicatriz se muestra a continuacidon en la tabla 83 y

grafica 29, en las cuales se resaltan las diferencias significativas.

Tabla 83: Estudio comparativo entre tiempos del factor grosor de la cicatriz en las heridas del
grupo Placebo.

T vabor L[ sig asimstia bivena

70

Grafica 29: Evolucidn del grosor de la cicatriz de las heridas del grupo Placebo en el tiempo.
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Como se observa en la grafica anterior existen diferencias significativas en el grosor de Ila
cicatriz de las heridas cutdneas tratadas con PCB a lo largo del estudio, observando como la gran

mayoria de las heridas presentaban un grosor practicamente normal al final del estudio.

Con referencia a la retraccién de las heridas, los datos obtenidos en cada tiempo de estudio se
reflejan a continuacidén en la tabla 84. Posteriormente, y tras el estudio estadistico de dicha

variable, la comparativa entre tiempos se muestra en la tabla 85 y grafica 30.

Tabla 84: Evaluacion de la retraccidon de la cicatriz en las heridas del grupo Placebo.

0 1 1 0 1 1 4
MODERADA

0,00% 25,00% 25,00% 0,00% 25,00% 25,00% 100,00%

11 11 11 12 11 10 66
AUSENCIA

16,70% 16,70% 16,70% 18,20% 16,70% 15,20% 100,00%

11 12 12 12 12 11 70
TOTAL
15,70% 17,10% 17,10% 17,10% 17,10% 15,70% 100,00%

Tabla 85: Estudio comparativo entre tiempos del factor retraccion de la cicatriz en las heridas
del grupo Placebo.

v e sie simia i)
(o IFIEL LG LRI | 2,085 | 5 0,837

Razén de verosimilitudes 331 5 0,652

Asociacion lineal por lineal JjcEERIN] 0,564

N de casos validos 70

Grafica 30: Evolucidn de la retraccion de la cicatriz de las heridas del grupo Placebo en el tiempo.
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Como podemos ver en la tabla y en la gréfica anteriores no existen diferencias significativas
entre tiempos, es decir que la retracciéon de las heridas se mantuvo constante a lo largo del

estudio.

Estudio Microscopico

Al igual que en grupos anteriores este pardmetro fue evaluado mediante la medicidn de la
epitelizacién cutanea, el estudio de la reaccidn inflamatoria, la angiogénesis y el depdsito de

colageno maduro.

La tabla 86 muestra los resultados obtenidos tras la evaluacién de la epitelizacién cutdnea a lo

largo de los tiempos de estudio.

Tabla 86: Evaluacion de la epitelizacion cutanea en las heridas del grupo Placebo.

Desviacion Error Intervalo confianza 95% . L.
Dias . . Minimo | Maximo
tipica tipico Inferior Superior

1| 13,73 3,60 1,04 11,45 16,02 9,22 20,89
Bl = 15,15 2,67 0,77 13,45 16,85 9,57 18,81
BEl 18,23 1,63 0,47 17,19 19,26 16,2 20,7
Bl o 23,71 5,35 1,69 19,89 27,54 17,73 37,69
11 34,28 6,37 1,92 30,00 38,56 27,81 47,8
10 67,62 19,08 6,03 53,97 81,27 46,99 100
67 27,70 19,87 2,43 22,85 32,54 9,22 100

Tras la comparacidn entre tiempos de la epitelizaciéon cutanea en el grupo placebo, obtuvimos

los siguientes resultados, mostrados a continuacion en la tabla 87 y grafica 31.
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Tabla 87: Estudio comparativo entre tiempos del factor epitelizacion cutanea en las heridas
del grupo Placebo.

Intervalo Confianza 95%

Desviacion Error tip. .
- tip. de media Inf.erlor
Superior
-1,42 3,37 0,97 -3,56 0,72 1,46 11 0,172
-4,50 4,41 1,27 -7,30 -1,70 353 11 0,005
-9,88 7,38 2,33 -15,16 -4,60 423 9 0,002
-20,43 6,94 2,09 -25,10 -15,77 9,76 10 0,000
-53,27 21,33 6,75 -68,53 -38,01 790 9 0,000
-3,08 2,93 0,85 -4,94 -1,22 364 11 0,004
-8,12 6,93 2,19 -13,08 -3,16 371 9 0,005
-19,28 5,67 1,71 -23,09 -15,47 11,28 10 0,000
-52,28 20,61 6,52 -67,02 -37,54 802 9 0,000
-5,39 5,81 1,84 -9,55 -1,23 293 9 0,017
-15,89 6,04 1,82 -19,95 -11,84 873 10 0,000
-49,51 19,12 6,05 -63,18 -35,83 819 9 0,000
-11,58 9,74 3,25 -19,06 -4,09 357 8 0,007
-44,38 16,82 5,95 -58,44 -30,31 746 7 0,000
-31,87 20,95 6,98 -47,97 -15,76 -456 8 0,002

Grafica 31: Evolucion de la epitelizacidn cutanea expresada en porcentaje en las heridas del grupo

Placebo.
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La epitelizacidn cutdnea del grupo placebo mostrd diferencias significativas a partir del dia 2
de estudio, mostrando un incremento progresivo pero lento del porcentaje de epitelizacion de
las heridas a lo largo del tiempo, con un porcentaje de epitelizacién mas rapido entre los dias 7 y

10.
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La inflamacion se muestra en forma de intesidad inflamatoria y segun su distribucion.

Intensidad Inflamatoria
Tras la evaluacidon subjetiva de la instensidad inflamatoria obtuvimos los datos que se
muestran en la tabla 88.

Tabla 88: Evaluacion de la intensidad de la reaccién inflamatoria en las heridas del grupo
Placebo.

! | o1 ]| oAz [ DA3 | Dis | DiA7 | DIAto | TOTAL
3 6 0

0 1 0 1 1
LIGERA
- 0,00% 16,70% 0,00% 16,70% 16,70% 50,00% 100,00% 0,00%

T 1 1 1 3 4 6 16 1
6,30% 6,30% 6,30% 18,80% 25,00% 37,50% 100,00% 6,30%
11 10 11 8 7 2 49 11
SEVERA
22,40% 20,40% 22,40% 16,30% 14,30% 4,10% 100,00% 22,40%
12 12 12 12 12 11 71 12
16,90% 16,90% 16,90% 16,90% 16,90% 15,50% 100,00% 16,90%

Una vez realizado el estudio comparativo entre tiempos, para la intensidad inflamatoria se

muestra los resultados obtenidos en la tabla 89 y grafica 32

Tabla 89: Estudio comparativo sobre la intensidad de la reaccion inflamatoria en las heridas
del grupo Placebo.

I T N e

Chi-cuadrado de Pearson EXICT:V:BENT)] 0,015

Razon de verosimilitudes PRI 0,01
Asociacion lineal por lineal B/ NT 0,000

N de casos validos 71
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Grafica 32: Evolucidn de la intensidad de la reaccion inflamatoria de las heridas del grupo Placebo en

el tiempo.
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Se pueden observar claramente una intensidad inflamatoria muy severa en la gran mayoria de
las heridas cutaneas durante los primeros dias de estudio, la cual va disminuyendo
progresivamente y de forma estadisticamente significativa a lo largo del estudio, adn

predominando al final del estudio una inflamacién fuerte.

Distribucion de la reaccion inflamatoria
A continuacién se exponen los resultados obtenidos tras la evaluacion de la distribucion de la
reaccioén inflamatoria (Tabla 90).

Tabla 90: Evaluacion de la distribucién de la reaccién inflamatoria en las heridas del grupo
Placebo.

T oii oz | o3 | bias | a7 | oiaio | Tora |
8

. Recuento 0 2 0 0 3 3
SUBEPIDERMICA
% 0,00% 25,00% 0,00% 0,00% 37,50% 37,50% 100,00%

Recuento 4 2 3 6 5 3 23
% 17,40% 8,70% 13,00% 26,10% 21,70% 13,00% 100,00%
Recuento 8 8 9 6 4 5 40
COMBINADAS
% 20,00% 20,00% 22,50% 15,00% 10,00% 12,50% 100,00%
T Recuento 12 12 12 12 12 11 71
% 16,90% 16,90% 16,90% 16,90% 16,90% 15,50% 100,00%

La tabla 91 y la grafica 33 muestran los resultados obtenidos tras el estudio comparativo de la

presente variable.
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Tabla 91: Estudio comparativo sobre la distribucion de la reaccion inflamatoria en las heridas
del grupo Placebo.

T L [Se s i)
(LIFVELIEL N LLEIH D | 14,194 | 10 0,164

Razon de verosimilitudes 17,12 10 0,072

Asociacion lineal por lineal JRLH:yL) 1 0,016

N de casos validos 71

Grafica 33: Evolucidn de la distrubucion de la reaccion inflamatoria de las heridas del grupo Placebo
en el tiempo.
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Tal y como se puede apreciar al principio del estudio y hasta el dia tres predomina la
distribucidon difusa y combinada del infiltrado inflamatorio y hacia el final del estudio la
distribucidon difusa también se ve combinada con la focalizada a nivel subepidérmico, mostrando

diferencias significativas entre el dia 3y 7 en el grupo placebo.

La angiogénesis se evaludé de forma objetiva en las preparaciones histoldgicas teiiidas con

tricromico de masson, y los resultados de la misma se muestran a continuacién en la tabla 92.
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Tabla 92: Evaluacion de la angiogénesis en las heridas del grupo Placebo.

Desviacion Error Intervalo confianza 95%
tipica tipico Inferior Superior

10,29 11,26

-
--————--

En la tabla 93 se observan los resultados de comparar esta variable en cada uno de los

tiempos de estudio, pudiendo observar la evolucién de dicho pardmetro en la grafica 34.

Tabla 93: Estudio comparativo entre tiempos del factor angiogénesis en las heridas del grupo
Placebo.

Desviacion Error tip. Intervalo Confianza 95%
tip de media Inferior Superior

_____---

DIA1-DIA3 -1,57 -2,68 -0,45 -3,23 0,012

_____---

DIA1-DIA7 -6,25 -7,40 -5,10 -11,98 0,000

_____---

DIA2-DIA3 -1,16 -2,03 -0,30 -3,31 0,016
_____---
-5,68 2,0 -7,29 -4,07 -8,14 0,000
_____---
-3,49 1,2 -4,60 -2,39 7,73 0,000
_____---
-4,86 -6,77 -2,94 601 7 0,001
_____---

2,35 -4,16 -0,54 -2,94 0,016

_____---
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Grafica 34: Evolucidn de la angiogénesis en el tiempo de las heridas del grupo Placebo.
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9 Circulos outlier. #Datos andmalos (quedan fuera del estudio estadistico).

La angiogénesis en el grupo placebo se incrementa de forma positiva y progresiva desde el dia
2 hasta el dia 5 del estudio, no habiendo cambios significativos entre los intervalos de dias 1y 2

y 5y 7 de estudio.

En la tabla 94 se presentan los datos obtenidos tras la evaluacion del porcentaje de coldgeno

en los distintos tiempos de estudio.

Tabla 94: Evaluacion del porcentaje de colageno en las heridas del grupo Placebo.

3 Desviacion Error Intervalo confianza 95%
ias
tipica tipico Inferior Superior

1| 15,26 3,18 0,92 13,24 17,28 10,31 20,26
2 | 23,89 2,85 0,95 21,70 26,08 19,98 28,21
[ 3| 36,98 7,35 2,45 31,33 42,63 28,66 47,76
| 5 | 46,94 5,43 1,81 42,77 51,11 37,42 55,45
12 53,94 2,91 0,84 52,09 55,79 50,34 59,68
[ 10 [E 61,26 2,62 0,79 59,50 63,02 56,04 65,37
62 39,91 17,42 2,21 35,49 44,33 10,31 65,37

Posteriormente, y al igual que para el resto de variables se realizé un estudio comparativo de

dichos datos y los resultados, los cuales se muestran en la tabla 95 y grafica 35.
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Tabla 95: Estudio comparativo entre tiempos del factor porcentaje de colageno en las
heridas del grupo Placebo.

Desviacion Error tip. Intervalo Confianza 95%
tip. de media Inferior Superior

-8,90 4,42 1,47 -12,30 -5,50 604 8 0,000
-21,47 8,87 2,96 -28,29 -14,65 726 8 0,000
-31,26 5,85 1,95 -35,76 26,76  -1602 8 0,000
-38,68 3,95 1,14 -41,19 36,17  -33,94 11 0,000
-46,06 3,83 1,15 -48,63 -43,49 39,90 10 0,000
-11,27 5,87 2,22 -16,69 -5,84 508 6 0,002
-23,27 7,21 2,73 -29,94 -16,60 -854 6 0,000
-29,42 3,93 1,31 -32,44 -26,40 22,44 8 0,000
-36,73 4,14 1,38 -39,91 -33,55 26,62 8 0,000
-11,59 10,20 4,17 -22,30 -0,88 2,78 5 0,039
-16,53 6,83 2,28 -21,78 -11,28 726 8 0,000
-25,27 7,63 2,70 -31,64 -18,89 937 7 0,000
-6,52 6,53 2,18 -11,54 -1,50 300 8 0,017
-14,07 5,67 1,89 -18,44 9,71 744 8 0,000
-7,84 2,77 0,84 -9,71 -5,98 9,37 10 0,000

Grafica 35: Evolucidon del porcentaje de colageno en el tiempo en las heridas del grupo Placebo.
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El estudio estadistico del porcentaje de colageno muestra diferencias significativas entre todos
los tiempos de estudio. El depdsito de fibras de coldageno maduras en las heridas tratadas con

placebo muestra una evolucién positiva y creciente a lo largo del estudio.
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Estudio comparativo del factor tratamiento

Con el fin de poder evaluar las diferencias que existieron entre cada uno de los grupos en
todos los tiempos de estudio, se realizd un estudio comparativo entre ellos con el test no

paramétrico de la prueba Kruskal-Wallis de muestras independientes.

Los resultados obtenidos en cada una de las variables en los cuatro grupos y en los seis
tiempos de estudio se muestran a continuacion en forma de tabla. Seguidamente se muestran
tablas en las que se valoran las diferencias entre grupos para cada uno de los tiempos de

estudio.

Estudio macroscépico

En primer lugar se realizd un estudio macroscépico de cada una de las heridas cutdneas en los
6 tiempos de estudio. El presente estudio consistié en la medicién individual del grado de
cicatrizacion cutdnea, evaluacidén de la existencia de infeccion, valoracidn del color, grosor y

retraccion de la cicatriz cutanea.
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Cicatrizacion Cutdnea

En la tabla 96 y en la grafica 36 se exponen los datos obtenidos de la cicatrizacion cutdnea

comparando cada uno de los cuatro grupos de estudio en cada uno de los tiempos valorados.

Reflejando las diferencias significativas entre tratamientos en rojo, y en la gréfica se detallan las

diferencias entre grupos en cada dia de estudio.

e - 1C95%
Desviacion tipica Error tipico .. .
Lim inf Lim Sup

DiA 10

Tabla 96: Comparacion entre tratamientos de la cicatrizacion cutdnea de las heridas en cada
uno de los tiempos de estudio.

AMSC+PRGF 29,72 26,19 33,24

13,05 10,50 15,61

AMSC 33,51 30,56 36,47

PRGF 30,43 27,18 33,69 0,000

Total 30,70 28,14 33,26

AMSC+PRGF 46,07 41,75 50,40

27,39 24,03 30,75

AMSC 44,48 39,34 49,63

PRGF 42,57 37,12 48,02 0,000

Total 41,77 10,24 38,80 44,75

AMSC+PRGF 55,85 51,35 60,36

39,04 32,92 45,16

AMSC 10 78,13 13,14 68,73 87,53

PRGF 70,28 17,18 58,73 81,82 0,445

Total 72,07 20,37 65,80 78,34
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Grafica 36: Comparacion entre tratamientos de la cicatrizacion cutanea de las heridas en cada uno
de los tiempos de estudio (A: Dia 1, B: Dia 2, C: Dia 3, D: Dia 5, E: Dia 7, F: Dia 10).
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9 Circulos outlier. #Datos andmalos (quedan fuera del estudio estadistico).

En base a los resultados obtenidos, observamos diferencias estadisticamente significativas
entre tratamientos en casi todos los tiempos de estudio (dia 1, 2, 3,5y 7). Adia 1y 3 del estudio
existen porcentajes de cicatrizacidn significativamente superiores en cualquiera de las heridas
tratadas (AMSC, AMSC+PRGF o PRGF) comparado con el grupo placebo. Adicionalmente, a dias 2

y 5 ademas de encontrar diferencias entre el grupo placebo y los grupos de heridas tratadas,
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también existen diferencias entre el grupo PRGF y AMSC+PRGF mostrando porcentajes de
cicatrizacion superiores en aquellas heridas infiltradas con ambos tratamientos. Por ultimo a dia
7 del estudio encontramos un porcentaje de cicatrizacion significativamente mayor en el grupo
tratado con AMSC+PRGF comparado con placebo y PRGF, y diferencias entre el grupo AMSC con

el grupo PRGF y placebo, apreciando mayores porcentajes en el grupo AMSC.

Debido a que todas las heridas del estudio carecian de caracteristicas compatibles con la
presencia de infeccion de las mismas, todas fueron clasificadas como heridas cutdneas con
ausencia de infeccion, por lo que se considerd innecesario el realizar un estudio comparativo

entre grupos de dicha variable.

En la grafica 37 se exponen los resultados obtenidos en la comparacién entre grupos con

respecto al color de la cicatriz en los seis tiempos de estudio.

Como observamos en las graficas expuestas encontramos diferencias significativas a partir del
dia 2 del estudio y hasta el final. Encontramos una mayor incidencia de cambio de color entre los
grupos AMSC+PRGF y AMSC con respecto al grupo placebo, encontrando en todos los casos un
mayor numero de cicatrices con un color mas semejante al de una cicatriz fisiolégica en el grupo
AMSC+PRGF a partir del dia 3 de estudio. A dias 2, 5, 7 y 10 también encontramos diferencias en

cuanto al color entre el grupo de heridas PRGF y placebo.
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Grafica 37: Comparacion entre tratamientos del color de la cicatriz de las heridas en cada uno de los
tiempos de estudio (A: Dia 1, B: Dia 2, C: Dia 3, D: Dia 5, E: Dia 7, F: Dia 10).
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9 Circulos outlier. #Datos anémalos (quedan fuera del estudio estadistico).

En la siguiente grafica 38 se representa la comparacidn entre grupos del grosor de la cicatriz

en las heridas cutdaneas de los cuatro grupos de estudio a los largo de los distintos tiempos.
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Grafica 38: Comparacion entre tratamientos del grosor de la cicatriz de las heridas en cada uno de
los tiempos de estudio (A: Dia 1, B: Dia 2, C: Dia 3, D: Dia 5, E: Dia 7, F: Dia 10).
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Se muestran diferencias entre tratamientos en el grosor de la cicatriz desde el dia 2 del
estudio hasta el dia 7. En todos los casos el grupo placebo presenta diferencias con al menos uno
de los grupos de heridas tratados con células, PRGF o ambos. A dia 2, el grupo placebo es
diferente a los restantes tres grupos y a medida que avanzan los tiempos de estudio es el grupo

AMSC+PRGF seguido del grupo AMSC y por ultimo del grupo PRGF los que presentan un grosor
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de cicatriz mas similar al de una cicatriz normal, siendo el grupo PCB el que obtuvo peores

resultados.

En la grafica 39 se compara la retraccidon de las heridas cutdneas a lo largo del estudio

experimental entre grupos.

Dia 1 Retraccion Cicatriz

DiA 3 Retraccion Cicatriz

DIiA 7 Retraccion Cicatriz
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Grafica 39: Comparacidon entre tratamientos de la retraccion de la cicatriz en las heridas en cada uno
de los tiempos de estudio (A: Dia 1, B: Dia 2, C: Dia 3, D: Dia 5, E: Dia 7, F: Dia 10).
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Tal y como se muestran en las gréficas, los resultados no muestran diferencias significativas en
ninguno de los tiempos evaluados, con lo que se trata de una variable que se mantiene estable a

lo largo del estudio.

Estudio Microscopico

El estudio microscdpico fue llevado a cabo mediante el calculo de la epitelizacidn cutanea, la
valoraciéon de la reacciéon inflamatoria, evaluacién del proceso de angiogénesis y por ultimo el

porcentaje de coldgeno maduro depositado en las heridas.

Los resultados obtenidos de la comparacion entre grupos de la variable epitelizacion cutanea

se exponen a continuacién en la tabla 97 y grafica 40.
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. L. 1IC 95%
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DiA 10

Tabla 97: Comparacidn entre tratamientos de la epitelizacion cutanea de las heridas en cada
uno de los tiempos de estudio.

AMSC+PRGF 21,31 19,33 23,29

13,73 11,44 16,01

AMSC 12 19,87 18,16 21,58

PRGF 10 18,88 17,51 20,25 0,000

Total 44 19,72 18,31 21,13

AMSC+PRGF 12 29,44 26,35 32,52

18,22 17,19 19,26

AMSC 32,54 30,01 35,08

PRGF 10 27,11 25,12 29,10 0,000

Total 30,61 28,43 32,79

AMSC+PRGF 10 54,21 17,00 42,04 66,38

11 34,27 29,99 38,55

AMSC 77,47 16,23 66,56 88,38

PRGF 11 72,65 16,69 61,43 83,86 0,138

Total 43 75,65 16,96 70,43 80,87

229

Deborah Chicharro Alcantara



Resultados

Grafica 40: Comparacion entre tratamientos de la epitelizacion cutanea de las heridas en cada uno
de los tiempos de estudio (A: Dia 1, B: Dia 2, C: Dia 3, D: Dia 5, E: Dia 7, F: Dia 10).
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@ Circulos outlier. #Datos anémalos (quedan fuera del estudio estadistico).

Como se puede apreciar en la tabla 97, existen diferencias entre grupos a todos los dias de
estudio a excepcién de a dia 10. Todos los diagramas de cajas y en especial los dias de estudio 2,
3 y 5 muestran un porcentaje de epitelizacion cutdnea significativamente mas elevado en los
grupos PRGF, AMSC y la combinaciéon de ambos que el grupo placebo. Concretamente, a dia 5 de

estudio el grupo AMSC mostré diferencias ademas de con el grupo placebo con el grupo PRGF,
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presentando porcentajes de epitelizacidén significativamente superiores. A dia uno de estudio
solo existen diferencias entre el grupo placebo y los restantes tres grupos, mostrando estos tres

grupos mayores porcentajes de epitalizacién que el placebo.

Dentro de la inflamacion, uno de los parametros a evaluar fue la intensidad de la reaccidn

inflamatoria y el otro la distribucidn de la reaccién inflamatoria.

Intensidad Inflamatoria
La gréfica 41 muestra el resultado de la comparacion entre grupos con respecto a la

intensidad inflamatoria de las heridas cutaneas en cada uno de los tiempos evaluados.

En los resultados obtenidos observamos que, desde el principio del estudio, es decir desde el
dia 1 y hasta el final, existieron diferencias significativas entre grupos. A dia 1, 2, 3y 7 el grupo
AMSC, AMSC+PRGF y PRGF son diferentes al grupo placebo, por lo que presentan una reaccion
inflamatoria mds leve. Cabe destacar que al final del estudio, a dia 10, solo existen diferencias
entre el grupo AMSC+PRGF y placebo, mostrando el grupo dos una predominancia de reaccidn
inflamatoria leve mientras que la gran mayoria de las heridas tratadas con placebo a dia 10

presentaban una reaccidn inflamatoria fuerte.
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Grafica 41: Comparacion entre tratamientos de la intensidad de la reaccion inflamatoria en las
heridas en cada uno de los tiempos de estudio (A: Dia 1, B: Dia 2, C: Dia 3, D: Dia 5, E: Dia 7, F: Dia
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Tras la comparativa entre grupos de la distribucién de la reaccién inflamatoria obtuvimos los

resultados que se muestran en la grafica 42 en base a cada uno de los tiempos de estudio.
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Grafica 42: Comparacion entre tratamientos de la distribucion de la reaccién inflamatoria en las
heridas en cada uno de los tiempos de estudio (A: Dia 1, B: Dia 2, C: Dia 3, D: Dia 5, E: Dia 7, F: Dia

10).
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Con respecto a la distribucién de la reaccion inflamatoria, como podemos observar en las
graficas anteriores, no existen diferencias entre grupos a ninguno de los tiempos de estudio. Por
lo que la distribucidn de la intensidad inflamatoria fue similar en todos los tratamientos a lo

largo del tiempo.
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Angiogénesis

En la tabla 98 y grafica 43 quedan reflejadas las diferencias obtenidas entre grupos en la
valoraciéon de la angiogénesis y, por lo tanto, de la neovascularizacién de la zona en cada uno de

los tiempos de estudio.

Tabla 98: Comparacidn entre tratamientos de la angiogénesis de las heridas en cada uno de
los tiempos de estudio.

Y .. IC 95%
Desviacion tipica Error tipico . .
Inferior Superior

AMSC+PRGF 12

AMSC 4,9
_--__--
PRGF ,23 0,001
_--____
Total
_--____
AMSC+PRGF 10,12

AMSC 12 10,71 12,20
| AMSCHPRGE ____
PRGF -- 11,02 0,000
e -——--
Total - 10,95
_--____
AMSC+PRGF 18,71 16,45 20,96

AMSC 16,45 14,68 18,21

DIA 10 PRGF 11,57 13,75 0.000

Total 39 13,98 4,6 0,7 12,48 15,48

Deborah Chicharro Alcantara 234



Resultados

Grafica 43: Comparacion entre tratamientos de la angiogénesis de las heridas en cada uno de los
tiempos de estudio (A: Dia 1, B: Dia 2, C: Dia 3, D: Dia 5, E: Dia 7, F: Dia 10).
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Las diferencias entre grupos aparecen marcadas con + (grupo AMSC), * (grupo AMSC+PRGF), ¥ (grupo PRGF), # (grupo
PLACEBO).

9 Circulos outlier. #Datos andmalos (quedan fuera del estudio estadistico).

Respecto al proceso de angiogénesis como podemos apreciar, existen diferencias entre
grupos en todos los tiempos de estudio. Cabe destacar que es el grupo AMSC+PRGF el que
presenta una mayor angiogénesis en todos los tiempos, especialmente a dias 2, 5, 7 y 10. El
grupo AMSC+PRGF presenta un nivel de angiogénesis estadisticamente superior al grupo

placebo y al grupo PRGF, e incluso a dia 3 también es diferente al grupo AMSC. Sin embargo, a
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dia 1 del estudio todas las heridas cutaneas que recibieron algun tratamiento regenerativo con

PRGF, AMSC o una combinacidon de ambos presentaron mayores niveles de angiogénesis que el

grupo placebo.

Para finalizar, los datos obtenidos con respecto al porcentaje de coldgeno también fueron

sometidos a un estudio comparativo entre grupos y los resultados junto con las diferencias en

cada uno de los tiempos de estudio se exponen en rojo en la tabla 99, y de forma mas detallada

a nivel de diferencias entre grupos las encontramos en la grafica 44.

Tabla 99: Comparacidn entre tratamientos del porcentaje de colageno de las heridas en cada
uno de los tiempos de estudio.

Desviacion tipica | Error tipico IC95%
i ° Lim inf Lim Sup

AMSC
AMSC+PRGF
PRGF
PCB
Total
AMSC
AMSC+PRGF
PRGF
PCB
Total
AMSC
AMSC+PRGF
PRGF
PCB
Total
AMSC
AMSC+PRGF
PRGF
PCB
Total
AMSC
AMSC+PRGF
PRGF
PCB
Total
AMSC
AMSC+PRGF
DIA 10 PRGF
PCB
Total
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12
12
12
48
11
10
11
9
41
10
8
11
9
38
12
11
11
9
43
12
12
12
12
48
10
10
8
11
39

25,67
29,08
23,61
15,26
23,40
27,87
32,15
28,71
23,89
28,27
42,02
46,03
41,46
36,98
41,51
56,33
58,81
53,33
46,94
54,23
64,54
67,17
59,43
8,51
13,80
16,45
18,86
11,57
9,06
13,98

2,86
4,13
2,55
3,18
6,02
3,52
4,06
3,00
2,85
4,34
7,05
5,76
6,86
7,35
7,23
2,77
2,68
4,25
5,43
5,65
5,47
4,36
6,68
1,95
4,84
2,46
2,77
2,61
1,83
4,64

0,83
1,19
0,74
0,92
0,87
1,06
1,28
0,90
0,95
0,68
2,23
2,04
2,07
2,45
1,17
0,80
0,81
1,28
1,81
0,86
1,58
1,26
1,93
0,56
0,70
0,78
0,88
0,92
0,55
0,74

23,85
26,46
22,00
13,24
21,66
25,51
29,25
26,70
21,70
26,90
36,98
41,21
36,85
31,33
39,13
54,57
57,01
50,48
42,77
52,49
61,06
64,39
55,18
7,27
12,40
14,68
16,88
9,39
7,82
12,48

27,48
31,70
25,23
17,28
25,15
30,24
35,05
30,73
26,08
29,64
47,07
50,84
46,06
42,63
43,88
58,09
60,61
56,19
51,11
55,97
68,02
69,94
63,67
9,75

15,21
18,21
20,84
13,75
10,29
15,48

0,000

0,000

0,075

0,000

0,000

0,000
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Grafica 44: Comparacion entre tratamientos del porcentaje de colageno de las heridas en cada uno
de los tiempos de estudio (A: Dia 1, B: Dia 2, C: Dia 3, D: Dia 5, E: Dia 7, F: Dia 10).
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Las diferencias entre grupos aparecen marcadas con + (grupo AMSC), 1 (grupo AMSC+PRGF), ¥ (grupo PRGF), # (grupo
PLACEBO).

9 Circulos outlier. #Datos andmalos (quedan fuera del estudio estadistico).

El depdsito de fibras de coladgeno maduras en las heridas cutaneas del presente estudio,
mostrd diferencias significativas entre grupos a lo largo de todos los tiempos de estudio. El
grupo AMSC+PRGF presenté un mayor porcentaje de coldgeno maduro a lo largo del estudio,
siendo este grupo diferente a placebo en los dias 1, 2, 3, 5, 7 y 10, y adicionalmente al grupo

PRGF en todo los tiempos de estudio con excepcion del dia 3 donde sélo es diferente al placebo
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y a dia 2 donde ademas de ser diferente a placebo también es diferente al grupo AMSC. En
cambio, el grupo placebo muestra niveles de depdsito de fibras de coldgeno maduro muy

inferiores al resto de grupos en todos los tiempos de estudio.
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Heridas cutdneas y proceso de cicatrizacion

La presente tesis doctoral se fundamenta en el uso de terapias regenerativas, como es el caso
del PRGF y de las AMSC, en el tratamiento de heridas cutdneas. La piel es el 6rgano mas grande
del cuerpo de los vertebrados, ya que supone el 10% del total de la masa corporal de los mismos
y recubre completamente toda su superficie (Borena et al., 2015). Se trata de un tejido con
capacidad regenerativa y autorreparadora que forma una importante barrera protectora frente
al ambiente externo, por lo que cualquier dano en la piel puede debilitarla ocasionando una
herida (Williams et al., 1995). Cada lesion cutanea supone una pérdida de integridad de la piel
gue ocasionan un desequilibrio funcional que, si las lesiones son suficientemente graves, puede

acarrear discapacidad o incluso la muerte (Theoret, 2009).

Millones de pacientes en el mundo sufren heridas agudas o crénicas como consecuencia de
cirugias, laceraciones accidentales, infecciones, quemaduras y Ulceras por presién, venosas o
diabéticas (Teng et al., 2014). De los 150 millones de pacientes diabéticos en el mundo, el 15%
presenta Ulceras complicadas en los pies que frecuentemente acaban convirtiéndose en heridas
crénicas, que no cicatrizan (Boulton et al., 2005). El 3-5% de las heridas que evolucionan a
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Ulceras, requieren amputaciones parciales o incluso totales de miembros inferiores (Beckrich
and Aronovitch, 1999). En EEUU, 2 millones de personas sufren quemaduras cutaneas cada afio,
este hecho acarrea importantes pérdidas de productividad o incluso la muerte de muchos
pacientes (Branski et al., 2009). Los tratamientos para estas heridas cutdneas cronicas (no
cicatrizantes) suponen grandes inversiones econdémicas ya que, ademds, se requieren
tratamientos repetitivos. El gasto médico anual destinado al tratamiento de ulceras y sus
complicaciones asociadas asciende a 6-15 billones de délares en los Estados Unidos (Markova
and Mostow, 2012). En Europa practicamente el 3% del presupuesto de sanidad se invierte en el
manejo de heridas crénicas (Posnett et al.,, 2009). Todos estos datos sugieren una creciente
necesidad de desarrollar nuevas estrategias y terapias para el tratamiento de estas heridas

cutaneas.

Ademads del impacto econdmico que ocasionan las heridas cutdneas complicadas, que causa
una gran carga financiera, también es importante resaltar que afectan de forma muy
significativa a la calidad de vida de los pacientes, en los que el dolor es la principal complicacién

(Vileikyte, 2001).

El proceso de cicatrizacién cutdanea comprende una serie de eventos complejos y coordinados
gue se apoyan en una fase de hemostasia, seguida por un proceso inflamatorio y que finaliza
mediante una etapa de regeneracion tisular. Incluso bajo las mejores condiciones, los resultados
de este proceso son habitualmente la formacion de fibrosis o cicatriz y, dada la compleja
naturaleza de dicho proceso, hay algunos pasos a lo largo del camino que pueden afectar el

resultado final (Hanson, 2012).

Hoy en dia, las terapias empleadas para el tratamiento de heridas cutdneas se pueden
clasificar en terapias convencionales o regenerativas. Tras el uso de tratamientos convencionales
nos encontramos ante la formacién de cicatrices cutaneas (Kraft and Lynde, 2012). El uso de
terapias regenerativas en heridas cutdneas es un area de la investigacion biomédica novedosa y
de rdpido desarrollo que tiene como objetivo promover el proceso de cicatrizacidon cutdnea y
restaurar las células dafiadas junto con el tejido cutaneo sin la formacién de cicatriz (Edlich et al.,

1983).

En los ultimos anos, tanto en medicina humana como en veterinaria, existe un incremento en
el numero de enfermedades crénicas degenerativas asociadas con el aumento de la edad de
nuestros pacientes y esta situacién conlleva a la aparicién de heridas crénicas y de dificil manejo,
lo que ha estimulado el desarrollo de nuevas estrategias efectivas para la reparacion o

regeneracion de las mismas (Formigli et al., 2012). Las terapias regenerativas actuales van
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encaminadas a estimular la angiogénesis, el depdsito de colageno y modular la reaccion
inflamatoria, entre otras cosas, con el fin de promover la cicatrizacién cutanea (Borena et al.,

2015).

Por todo esto, con nuestro estudio, pretendemos potenciar el uso de nuevas terapias
regenerativas con PRGF y AMSC como alternativa a terapias convencionales con el objetivo de

mejorar la calidad de vida de nuestros pacientes.
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Evaluacion del modelo experimental

En primer lugar, desde un punto de vista ético y cientifico, cabe destacar la importancia de
mantener a los animales incluidos en el estudio, en condiciones sanitarias y ambientales
correctas, debido a que existen multitud de factores que pueden afectar la calidad de vida de la
poblacién a estudiar, alterando de esta manera los resultados obtenidos (Carrillo, 2002). Ante
este hecho, tal y como se ha detallado en el apartado de materiales y métodos, durante el
estudio experimental se han seguido las normas asociadas al bienestar y experimentacidn

animal exigidas por la legislacion vigente.

Son numerosos los modelos animales empleados para el estudio de la cicatrizacidn cutanea,
entre ellos destacan el cerdo (Fu et al.,, 2006; Fu et al., 2007; Liu et al., 2008; Blanton et al.,
2009), el raton (Falanga et al., 2007; Chen et al., 2008; Chen et al., 2009; Hamou et al., 2009;
Argolo Neto et al., 2012; Huang et al., 2012a), la rata (Nambu et al., 2007; Maharlooei et al.,
2011; Nie et al., 2011) y el perro (Kim et al., 2009a; Kim et al., 2012). En el caso particular de
nuestro estudio experimental, los motivos de utilizacidon del conejo como modelo experimental
son cientificos. Es decir elegimos el conejo por ser un buen modelo, ampliamente referenciado y
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util para este tipo de trabajo (Molina-Minano et al., 2009b, a; Steinberg et al., 2012; Abegao et
al., 2015; Pelizzo et al., 2015).

Ademas, el grupo investigador tiene amplia experiencia en su uso, es de facil manejo y
adecuado en tamano para la obtencidn de muestras (tanto de sangre para los PRGF, como de
grasa para las AMSC). El uso del conejo como modelo en el estudio del proceso de cicatrizacion
cutanea ha sido ampliamente empleado por otros investigadores, por lo que se aprueba su uso
en dicho proceso (Volk et al., 2007; Molina-Minano et al., 2009b; Stoff et al., 2009; Borena et al.,
2010; Steinberg et al., 2012; Shi et al., 2013; Abegao et al., 2015; Pelizzo et al., 2015).

En un 78% de los articulos publicados en los ultimos afos se han empleado roedores como
modelo animal para el estudio del proceso de cicatrizacién cutanea en heridas incisionales,
excisionales y quemaduras por su facil manejo, su disponibilidad y bajo coste (Isakson et al.,
2015). Debemos de tener en cuenta las diferencias anatdmicas y fisioldgicas que existen en cada
uno de los estratos que forman la piel entre especies animales (Wong et al., 2011) y, por lo
tanto, las diferencias que se producen en el proceso de cicatrizacidn (Sullivan et al., 2001) a la
hora de interpretar los resultados. Por ejemplo en animales con la piel mas flacida como puede
ser el ejemplo de ratas, ratones y conejos, el proceso de cicatrizacidn es mds rapido debido a la
contraccién de la herida ocasionada por el “musculus panniculus carnosus” en el tejido
subcutdneo, mientras que en especies con la piel mas tensa, como el humano y el cerdo, que
carecen de dicho musculo, el proceso de contraccidén cutanea no es tan rapido, por lo que la piel

cicatriza principalmente por el proceso de re-epitelizacion (Theoret and Wilmink, 2013).

Una vez escogido un modelo animal en el que podemos reproducir modelos de heridas
cutaneas y que, gracias a tu tamano, nos permite obtener cantidades dptimas tanto de sangre
para la preparacién de PRGF autdélogo como de biopsias de tejido graso para poder cultivarlas y
obtener AMSC suficientes para los 72 animales, podemos analizar nuestros resultados para
intentar acercarnos a la situacién clinica en medicina veterinaria y medicina humana, teniendo

en cuenta las diferencias anatdémicas y evolutivas de nuestro modelo experimental.

Otro de los factores que debemos de tener en cuenta es la edad de los animales. Es
importante que estos animales hayan finalizado su crecimiento, ya que el proceso de
cicatrizacion cutdnea se ve afectado por la edad. En mamiferos adultos el proceso de
cicatrizacion cutanea es imperfecto y menos eficaz que en animales jéovenes o embriones
(Kawasumi et al., 2013). Los embriones de mamiferos, incluso tienen la capacidad de reparar
heridas sin la formacion de cicatriz y con una completa restitucion de la arquitectura fisioldgica

de la piel (Whitby et al., 1991). Las heridas en animales jovenes cicatrizan con menos reaccién
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inflamatoria (Wulff et al.,, 2012), produccion mas radpida de componentes de la matriz
extracelular, como fibronectina, poseen un mayor contenido en acido hialurénico y diferentes
concentraciones de factores de crecimiento (Cowin et al., 2001). La utilizacion de animales
adultos en nuestro estudio reduce la influencia de todos estos factores y nos permite comparar

de forma mas fiable y homogénea los resultados obtenidos.

Con respecto al modelo de herida para el estudio de la cicatrizacién, se describen
fundamentalmente tres tipos de heridas experimentales en los estudios realizados: las
incisionales, excisionales y quemaduras. El 65% de los estudios revisados en los Ultimos afios
utiliza heridas excisionales como modelo experimental (Isakson et al., 2015). En nuestro caso
optamos igualmente por heridas cutaneas realizadas por excisién, para ello utilizamos un punch
de biopsia para lograr una lesiéon de espesor completo simulando asi a las Ulceras cutaneas, en
las que todas las capas que componen la piel se ven afectadas. Como hemos comentado, son
numerosos los estudios que emplean heridas excisionales de espesor completo como modelo
experimental para aplicar tratamientos y evaluar la cicatrizacion cutanea (Tsuboi et al., 1995;
Altman et al., 2008; Chen et al., 2009; Molina-Minano et al., 2009b; Borena et al., 2010; Shi et
al., 2013). Estas heridas se realizan en la zona dorsal, toracolumbar, de los animales, practicando
varias lesiones en cada individuo, de forma que una de ellas era utilizada como control y el resto
para aplicar los distintos tratamientos estudiados (Molina-Minano et al., 2009b; Abegao et al.,
2015; Ostvar et al., 2015). Al igual que Steinberg y colaboradores, utilizamos punch de biopsia de
8mm, de esta forma obtenemos unas lesiones suficientemente grandes para nuestro propdsito,
homogéneas y perfectamente reproducibles con total fiabilidad en todos los animales. La
estandarizacidn de las heridas es un factor muy importante a tener en cuenta (Steinberg et al.,

2012; Abegao et al., 2015).

Los tiempos de estudio empleados en nuestro trabajo doctoral fueron 1, 2, 3, 5, 7 y 10 dias
tomando como O el de la realizacion de las heridas cutaneas. Estos periodos fueron establecidos
en base a los estudios de diversos investigadores, los cuales no suelen exceder los 21 dias de
supervivencia (Rajkumar et al.,, 2006; Molina-Minano et al.,, 2009b; Argolo Neto et al.,, 2012;
Abegao et al., 2015; Ostvar et al.,, 2015). Dado que nuestro objetivo es estudiar los pasos
tempranos del proceso de cicatrizacidn cutanea, optamos por limitar nuestro trabajo a los
primeros 10 dias post-lesién. No obstante, para obtener la mayor cantidad de informacién
posible, los periodos de supervivencia son muy cercanos en el tiempo, con una separacion de 24
horas en los primeros dias (grupos 1, 2 y 3), 48 horas en los siguientes (grupos 3,5y 7) y 72

entre los 2 ultimos (grupos 7 y 10).
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Uso de Células Madre Derivadas de Grasa (AMSC)

Introduccidn y tipos de células madre

El uso de células madre es cada vez mads frecuente en las distintas disciplinas que forman la
medicina actual. Una busqueda rdpida en Pubmed con las palabras clave “stem cells” en el afio
2015, devuelve 23985 articulos, en el afio 2000 se habian publicado alrededor de 4691 (Cuervo,
2015), lo que demuestra el creciente interés por estas terapias en medicina. Si afinamos mas la
busqueda centrandola en la aplicacién de células madre en el campo de la dermatologia “stem
cells in skin wound healing”, encontramos un total de 170 articulos publicados en el afo 2015, lo

cual nos indica que se trata de un campo en medicina en el que comienza a considerarse su uso.

Las células madre poseen las propiedades de autorrenovacién y divisién de forma indefinida
sin perder sus propiedades (Fortier, 2005) y esto las convierte en candidatas prometedoras para
terapias celulares en el tratamiento de heridas cutaneas crénicas (Isakson et al., 2015). Existen
diversas clasificaciones para las células madre en funcién de su origen y de su capacidad de

diferenciacion (Kolios and Moodley, 2013).
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Con referencia al origen de las mismas, las células madre adultas (ASC) son mas accesibles por
disponibilidad y plantean menos problemas éticos que las células madre de origen embrionario
(ESC), por este motivo son idéneas como tipo celular de eleccién para su aplicaciéon en
regeneracion tisular (Aznar Lucea and Martinez, 2012; Isakson et al., 2015). Estas
consideraciones nos hicieron optar en nuestro estudio por el uso de ASC y no de ESC. De todos
los tipos de ASC que hay descritos en la literatura, dos de ellos poseen una relevancia particular
para su uso en heridas cutaneas: las Células Mesenquimales Derivadas de Médula Osea (BMSC) y
las Células Mesenquimales Derivadas de Grasa (AMSC). La médula ésea fue la primera fuente en
la que se descrubieron MSC (Pittenger et al., 1999). A pesar de ello, la obtencidn de estas células
es mas compleja y se obtienen bajas concentraciones celulares. En cambio, las AMSC, que
presentan un potencial multinaje similar al de las BMSC, se pueden obtener facilmente de la
fraccion vascular estromal del tejido adiposo tras su digestion y centrifugacién (McArdle et al.,
2014). En el afio 2001 Zuk y colaboradores demostraron que el tejido adiposo humano obtenido
tras lipoaspirado contenia células madre multilinage, que han demostrado ser capaces de
someterse a procesos de adipogénesis, osteogénesis, condrogénesis y miogénesis tanto in vivo
como in vitro (Zuk et al., 2001). Adicionalmente estas células pueden ser crioconservadas hasta 6
meses con garantia de que éstas sean accesibles para su uso funcional y terapéutico (Gonda et

al., 2008).

En nuestro caso hemos escogido las AMSC ya que como hemos comentado con anterioridad,
proceden de un organismo adulto, plantean menos problemas éticos y ademas evitamos
situaciones de rechazo al tratarse de células que provienen de la misma especie a tratar
(conejo), no como el caso de las ESC, ya que en un porcentaje elevado de casos pueden crear
problemas de rechazo, debiendo ser tratados estos pacientes con terapias inmunosupresoras
previamente (Aznar Lucea and Martinez, 2012). Otro motivo por el cual nos decidimos por el uso
de AMSC, es la abundancia de tejido adiposo que existe de forma fisioldgica en el organismo del

animal adulto, lo que nos permite una recoleccidn sencilla.

El tejido adiposo en medicina humana se obtiene a través del procedimiento de liposuccidn,
preferentemente se opta por la toma de grasa a nivel abdominal, ya que es la técnica que
menores molestias ocasiona al paciente (Mizuno, 2009). Por el contrario, en el campo de la
medicina veterinaria, el tejido adiposo necesario para el cultivo celular de las AMSC se obtiene
mediante procedimientos quirdrgicos abiertos o bien a través de laparoscopia. En nuestro caso
concreto del conejo, el tejido adiposo se suele obtener de la zona inguinal mediante una técnica
quirargica abierta directa (Steinberg et al., 2012; Pelizzo et al., 2015), técnica que utilizamos en

nuestro desarrollo experimental, debido a la facilidad de acceso a la zona, las minimas molestias
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para el paciente y la rdpida obtencién de dichas muestras. Tal y como se ha observado en perros
(Astor et al., 2013), la regién inguinal posee un elevado rendimiento celular, con un mayor

numero de células viables por gramo.

Con referencia a las caracteristicas positivas que poseen las AMSC, su capacidad
multipotencial es mayor que la de otros tejidos (Schipper et al., 2008; Schwarz et al., 2011). El
tejido adiposo posee un elevado rendimiento, ya que mediante pequeias cantidades de tejido
graso, podemos obtener un elevado nimero de células madre funcionales (Mizuno, 2009;
Hassan et al., 2014). Ademds de otras caracteristicas, se ha visto que las AMSC tienen la
capacidad de promover la angiogénesis, secrecion de factores de crecimiento y diferenciarse en
multiples linajes celulares. Por lo que pueden promover la proliferacion fibroblastica dérmica en
humanos mediante el contacto directo con células y la activacién de forma paracrina de la fase

de reepitelizacion en el proceso de cicatrizacidn cutanea (Kim et al., 2007).

Ademas de existir variaciones en las técnicas de aislamiento celular, los métodos de
administracién de las células madre tampoco estan estandarizados en la literatura. Se describe
su administracion tanto de forma tdpica como sistémica y han demostrado ser efectivas en
todos los casos. Dentro de las formas de administracién tépica podemos citar la inyeccién de
forma intradérmica, subcutanea o mediante sistemas de spray (Chen et al., 2009; Gao et al.,
2011; Dabiri et al., 2013), y con respecto a su administracion sistémica se cita la forma
intramuscular e intravenosa (Sasaki et al., 2008; Ebrahimian et al., 2009). En nuestro estudio
optamos por la administracién local de AMSC alogénicas en las heridas de forma perilesional,
subcutdnea, para poder comprobar el efecto a nivel local de estas células sobre el proceso de
cicatrizacion cutdnea al igual que con los PRGF. Estudios publicados recientemente consideran
que tanto las células MSC alogénicas como las autdlogas actuan de forma positiva en el proceso

de reparacién de heridas tanto en humanos como en animales (Maxson et al., 2012).

Existe discrepancia y falta de homogenicidad con respecto a la dosis efectiva a infiltrar en la
herida para conseguir el efecto terapéutico, lo cual es crucial para poder ofrecer unos buenos
resultados ademads de prevenir posibles efectos adversos. Ju Won Kim y colaboradores aplicaron
distintas concentraciones de MSC en heridas cutdneas de espesor completo en la especie canina
(1.10% 1.10°, 1.10° y 1.10”cél/cm?) y no observaron diferencias estadisticamente significativas,
obteniéndose resultados positivos similares (Kim et al., 2013). Sin embargo, un estudio clinico
previo realizado en humana demostré que existia una fuerte correlacion entre la concentracion
de células a administrar y el indice de cicatrizacién cutanea, y concluyeron que era necesario un

minimo de 1.10° células/cm? en la herida para conseguir un efecto terapettico estadisticamente
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significativo (Falanga, 2005). En nuestro estudio experimental optamos por la infiltracién de un

minimo de 1.10° AMSC por cada una de las heridas de 8mm (0,502 cm?).

Variables estudiadas

Tal y como ha sido detallado en el apartado de materiales y métodos, las heridas fueron
evaluadas macroscépicamente y microscopicamente. En primer lugar discutiremos los

resultados obtenidos a nivel macroscdpico seguidos de los mismos a nivel microscdépico.

Las MSC estan involucradas en cada una de las fases del proceso de cicatrizacién cutanea.
También repercuten en la capacidad de la herida para progresar mas alla de la fase inflamatoria
y no evolucionar hacia una herida crénica. Por lo que pueden regular eventos especificos que
tienen lugar a lo largo de las diferentes fases durante el proceso de cicatrizaciéon cutanea

(Maxson et al., 2012).

Los resultados macroscdpicos de nuestro estudio experimental muestra que las AMSC
infiltradas de forma perilesional aceleran y promueven la cicatrizacién de las heridas cutaneas
experimentales de espesor completo de forma significativa a dias 1, 2, 3, 5y 7, consiguiendo una
cicatrizacion exponencial y positiva a lo largo del tiempo comparandolas con las heridas placebo,
e incluso a dia 7 podemos apreciar que no solo cicatrizan de forma mas temprana que las
heridas placebo sino también compardndolas con las heridas tratadas con PRGF. Conseguimos
un porcentaje de cicatrizacién superior al 50% a dia 7, mientras que las heridas tratadas con
PRGF y placebo no alcanzan el 50% de cicatrizaciéon cutanea. Son numerosos los estudios que
también muestran estos resultados (Kim et al., 2007; Wu et al., 2007; Sasaki et al., 2008; Altman
et al., 2009; Maharlooei et al., 2011; Nie et al., 2011; Huang et al., 2012b; Pelizzo et al., 2015;
Tartarini and Mele, 2015). El verdadero mecanismo de accién por el que las MSC aceleran la
cicatrizacion de las heridas no se conoce en detalle. Actualmente se piensa que las MSC
estimulan la cicatrizacién de heridas principalmente mediante dos mecanismos: aportando el
ambiente necesario para la cicatrizacion cutanea mediante la sintesis de mediadores
inflamatorios, junto con citoquinas clave y factores de crecimiento y mediante la diferenciacion
de las mismas en diferentes tipos celulares necesarios para el cierre de las heridas (Isakson et al.,

2015).

No se observaron diferencias estadisticamente significativas en referencia a la evaluacion de
la infeccion en las heridas cutdneas, ya que ninguna presentd signos de infeccidn
independientemente del tratamiento administrado y en principio seria lo esperado ya que las

heridas fueron realizadas bajo condiciones asépticas aunque podrian haberse infectado en la
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estabulacidn. Es importante destacar el efecto antibacteriano que presentan las MSC, ya que
desencandenan la liberacién de péptidos como IL-37 el cual posee un potencial efecto
antimicrobiano (Krasnodembskaya et al., 2010; Sutton et al., 2016) e indirectamente estimulan
la secrecién de factores inmunomoduladores, que regulan el proceso de fagocitosis (Mei et al.,

2010).

En medicina humana existe una creciente demanda en el campo de la medicina estética por
mejorar el aspecto fisico (Kozlik and Wojcicki, 2014). El principal interés en el uso de las AMSC en
cirugia plastica se centra en la cicatrizacidn cutanea y en el reemplazo de defectos tisulares. Por
otro lado, los efectos paracrinos de estas células (como pueden ser la estimulaciéon de la
deposicién de matriz extracelular y el reclutamiento de células residentes) han sido aplicados en
rejuvenecimiento de piel (Hanson et al, 2010). En nuestro trabajo evaluamos
macroscépicamente el color, grosor, y retraccién de la cicatriz con cada uno de los tratamientos
administrados. En el caso de las heridas tratadas con AMSC, tanto el color como el grosor de la
cicatriz muestran diferencias significativas a partir del dia 2 de estudio con respecto al grupo
placebo. Ademas a dia 3 de estudio, se observan diferencias significativas con el grupo PRGF,
apreciando un color mas fisiolégico en las heridas infiltradas con AMSC que con PRGF en la
coloracién de la cicatriz, mientras que la retraccién de las heridas se mantuvo estable a lo largo

del estudio sin diferencias entre grupos ni tiempos.

Los tratamientos convencionales empleados para el envejecimiento de la piel, como los
retinoides tépicos o la terapia laser, carecen del potencial de inducir la activacion de fibroblastos
y la sintesis de colageno de una manera parecida a como lo hacen las AMSC, tal y como se
documenta en examenes in vitro y estudio preclinicos, en los que se observa un incremento en
la produccién de colageno tipo | y, de una gran variedad de factores de crecimiento (Park et al.,
2008). También se ha demostrado, tanto in vivo como in vitro, que la aplicacion de AMSC retrasa
la aparicion de arrugas (Hassan et al., 2014). Un estudio experimental con ratas demostré que
existia un retraso en la formacién de arrugas tras la administracién de AMSC supuestamente por
los efectos paracrinos de dichas células (Kim et al., 2009b). Otros estudios con AMSC también
hayaron resultados muy similares a los nuestros, Yuan y colaboradores (Yuan et al., 2008)
observaron que tras cultivar keratinocitos epidérmicos humanos con AMSC, éstos mostraban un
incremento en la migracion comparado con los controles. Otro estudio mostrdé que tras la
aplicacién tépica y sistémica de MSC en heridas de espesor completo en ratas, todas las heridas
cicatrizaron sin la formacion de cicatriz y sin presentar retraccion alguna (Mansilla et al., 2005).

Podemos deducir que las heridas cutaneas tratadas con AMSC cicatrizan mds rapido y ademas
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forman una menor cantidad de cicatriz, no induciendo la formacién de queloides, con lo que

conseguimos cicatrices mas estéticas macroscépicamente.

Si nos centramos en el estudio microscopico, aunque no existe una escala histoldgica
estandarizada para evaluar el proceso de cicatrizacién cutdnea, la deposicidon de colageno, el
proceso de neovascularizaciéon y la infiltracion celular son considerados factores validos vy
representativos (Isakson et al.,, 2015). Tras el estudio histolégico de nuestras muestras
apreciamos una clara aceleracion de la epitelizacidon cutdnea de las heridas tratadas con AMSC
desde el dia 1 del estudio hasta el dia 5 incluido de forma progresiva si las comparamos con las
heridas control, incluso a dia 5 del estudio las heridas infiltradas con AMSC no solo epitelizan
mas rapido que las heridas control sino también se diferencian significativamente de las heridas
tratadas con PRGF, es decir que a dia 5 las AMSC potencian mas la epitelizacién cutdnea y por lo

tanto el cierre de las heridas que las heridas con PRGF.

La evaluacién de la intensidad inflamatoria a nivel microscdpico también nos muestra
importantes resultados estadisticamente significativos con respecto al grupo control ya que
desde el dia 1 del estudio hasta el dia 7 las AMSC muestran un efecto antiinflamatorio gradual,
son muchos los animales que, especialmente a dia 1, presentan un infiltrado celular inflamatorio
intenso, el cual gradualmente va descendiendo a lo largo del estudio, apareciendo mas heridas
con una reaccion inflamatoria mas leve a medida que avanza el tiempo. Sin embargo la
distribucidon de la reaccion inflamatoria en la dermis se muestra constante sin grandes cambios a

lo largo del estudio.

Debemos destacar el potente efecto angiogénico de las AMSC observado en nuestro estudio
tras su infiltracidon en las heridas cutdneas a lo largo de todo el estudio comparado con las
heridas control, podemos confirmar que las AMSC estimulan la formacidon de nuevos vasos
sanguineos, llegando a duplicar la neoformacién de vasos en muchos de los tiempos de estudio.
A dias 7 y 10 del estudio incluso podemos decir que las AMSC poseen un efecto angiogénico mas
potente que los PRGF. Por ultimo, se evalud la deposicion de coldgeno maduro en las heridas, al
respecto podemos decir que las AMSC aceleran y estimulan la deposicidon de coldgeno de forma

significativa con respecto al grupo control a dias 1, 5, 7 y 10 de forma progresiva.

Una vez evaluado en conjunto tanto el estudio microscépico como el macroscépico podemos
decir que, en nuestro estudio, las AMSC aceleran la cicatrizacion de las heridas estimulando la
cicatrizacion y epitelizacion de las mismas, reduciendo la fase inflamatoria, estimulando la
deposicién de coldgeno maduro y ejerciendo un efecto angiogénico sobre las heridas. Estos

resultados son similares a muchos estudios que emplean el estudio histolégico como
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herramienta de valoraciéon del efecto de las MSC en heridas cutaneas (Rasulov et al., 2005;
Nambu et al., 2009; Maharlooei et al., 2011; Argolo Neto et al., 2012; Rustad et al., 2012; Hou et
al., 2013). Se ha demostrado que las MSC disminuyen de forma significativa la produccién de
citoquinas proinflamatorias en la fase aguda de la inflamacién cuando los niveles de las mismas
pueden ser perjudiciales y son capaces de aumentarlas en fases mads tardias del estadio de
regeneracion (Galindo et al., 2011). Existen estudios que han analizado la composicién de los
medios de cultivo de las MSC y han observado que contienen varias citoquinas y quimiocinas
como la IL-8, IL-6, TGF-B y VEGF, las cuales son todas esenciales para la cicatrizacion fisiologica
de las heridas (Yoon et al., 2010). En otro estudio (Park et al., 2008) se analizé la composicién del
medio de las AMSC y se observd que estas células secretaban TGF-3, VEGF, KGF, FGF-2, PDGF,
HGF, fibronectina y colageno tipo |, y todos estos componentes ya han demostrado previamente
que estimulan el proceso de cicatrizacién fisioldgico y en heridas crénicas (Hassan et al., 2014).
Otros estudios proponen que las AMSC pueden afectar a otros tipos celulares especificos de la
piel de forma paracrina (Brunt and Klausner, 1988; Cross and Mustoe, 2003; Galiano et al.,

2004).

Al igual que en nuestro trabajo, varios autores han observado que el proceso de epitelizacién
cutanea también se encuentra acelerado tras la administracién de MSC en distintas especies
(Badiavas et al., 2007; Falanga et al., 2007; Kim et al., 2013), por ejemplo Kim y colaboradores
(Kim et al., 2013) observaron el cierre mas rapido de las heridas tratadas con MSC gracias a una
aceleracién y estimulo del proceso de reepitelizacidén. Se sugiere que este hecho se debe al
estimulo de la migracién y proliferacién de queratinocitos por parte de las MSC, y este mismo
concepto fue demostrado en el trabajo mediante la observacién de una proliferacion de
queratinocitos mds activa en las heridas tratadas con MSC que en las heridas control. Las MSC
también actuan durante la fase de proliferaciéon de la cicatrizacidon cutdnea y promueven la
formacidn de tejido de granulacién y la epitelizacidn favoreciendo la expresion de factores de
crecimiento como el VEGF,BFGF, y KGF (Hassan et al., 2014). Nakagawa y colaboradores
propusieron que las MSC junto con BFGF, aceleraban la cicatrizacion de defectos cutdneos,
mostrando como las MSC humanas se diferenciaban en epitelio en un modelo de rata

(Nakagawa et al., 2005).

Adicionalmente, las AMSC son aisladas facilmente, presentan una gran capacidad de
proliferacién y, ademas, poseen la capacidad de secretar factores de crecimiento pro-
angiogénicos, lo cual las hace ideales para su uso en heridas cutdneas que no cicatrizan

(Cherubino et al., 2011; Mclaughlin and Marra, 2013; Toyserkani et al., 2015). En un estudio
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llevado a cabo con AMSC en heridas cutdneas de espesor completo en ratas se observé al igual

gue en nuestro estudio un estimulo del proceso de neovascularizacion (Nie et al., 2011).

Se ha descrito una mejoria en el proceso de re-epitelizacién, asociado a un menor infiltrado
inflamatorio, y un incremento en la deposicién de coldgeno en biopsias de heridas tratadas con
AMSC alogénicas y autdlogas comparadas con BMSC autdlogas y heridas control (Pelizzo et al.,
2015). En las heridas tratadas con AMSC se aprecid, una mayor proliferacion celular. La
inoculacion de AMSC acelerd el cierre de las heridas en comparacién con BMSC y los controles,
ademads las areas tratadas con las AMSC mostraron unas fibras de coldgeno con orientacién,
tamafio y forma mas similar a las de una la piel normal, lo cual sugiere que las AMSC mejoran la
restauracién de la arquitectura cutanea durante el proceso de cicatrizacién (Pelizzo et al., 2015).
Los resultados obtenidos por Kim y colaboradores también coincidieron con los de nuestro
estudio al observar una mayor deposicion de colageno en las heridas tratadas con MSC, lo que
indica que existe un estimulo de la proliferacion de fibroblastos (Kim et al., 2013). Estos mismos
hallazgos también han sido detectados por otros autores (Javazon et al., 2007; Chen et al., 2008;
Branski et al., 2009). Como ya sabemos el colageno es el componente mds abundante de la piel y
le confiere resistencia a aquel tejido que lo contenga, en nuestro caso, la piel, por lo que el
acumulo de grandes cantidades de coldgeno incrementa la fuerza ténsil de las heridas (Fuchs

and Segre, 2000).
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Uso de Plasma Rico en Factores de Crecimiento (PRGF)

Introducciéon y metodologias

El PRGF es una mezcla de proteinas autdlogas obtenidas a partir de un determinado volumen
de Plasma Rico en Plaquetas (PRP) (Molina-Minano et al., 2009b). Proporcionan una fuente
autéloga de factores de crecimiento y otras proteinas biolégicamente activas como el
fibrinégeno, la fibronectina o la vitronectina, localizadas en los granulos alfa de las plaquetas y

en el plasma (Anitua et al., 2004).

El PRP ha sido empleado en multiples disciplinas para conseguir una aceleracién de los
procesos fisioldgicos de curacion. Estas sustancias presentan la gran ventaja, al proceder del
mismo paciente, de eliminar los riesgos potenciales de padecer una reaccién inmunoldgica

adversa (Cole et al., 2010).

El término PRGF ha sido empleado y de forma poco especifica para englobar una gran
variedad de productos biolégicos obtenidos a partir de sangre del propio paciente, con una

concentracion plaquetaria por encima de los niveles basales, lo que ha creado mucha confusion
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y debates ante la falta de homogenicidad en las técnicas de obtencién (Dohan Ehrenfest et al.,

2014).

Son numerosos los estudios que muestran resultados positivos tras la administracion de PRP
en lesiones cutaneas favoreciendo los procesos de cicatrizacién en piel (Saaristo et al., 2006;
Hom et al.,, 2007; Lee et al.,, 2008; Mehta and Watson, 2008; Salemi et al., 2008; Weinstein-
Oppenheimer et al., 2010; Ostvar et al., 2015). A pesar de ello, hay una falta de homogenicidad a
la hora de procesar la sangre para obtener el PRP. Existen multiples protocolos para su
aislamiento, que difieren en puntos tan esenciales como el volumen de sangre necesario, la
técnica de centrifugado empleada, el volumen de PRP aislado o la metodologia de
fraccionamiento y, como resultado, se obtienen productos sanguineos con concentraciones
plaquetarias y celulares muy diferentes (Appel et al., 2002; Weibrich and Kleis, 2002; Weibrich et
al., 2003; Anitua et al., 2009). En resumen, cada sistema de aislamiento dard lugar a productos
completamente distintos, con diferentes concentraciones de factores de crecimiento, citoquinas
y otros componentes celulares, asociados a diferencias cualitativas y cuantitativas que
desencadenaran respuestas bioldgicas diferentes y, por lo tanto, influenciaran de manera muy

diferente el proceso de cicatrizacion tisular.

En la presente tesis doctoral hemos empleado PRGF (Plasma Rico en Factores de crecimiento),
un tipo de PRP cuya metodologia fue descrita por Anitua y colaboradores en el centro BTI®
Biotechnology Institute de Vitoria (Anitua, 1999). Su primer uso fue en 1999 y se defini6
como una fracciéon de plasma autdloga con una concentracién plaquetaria superior a la
basal, sin presencia de leucocitos ni eritrocitos, obtenida mediante una dnica centrifugacion,
con citrato sodico como anticoagulante y cloruro calcico como activador plaquetario
(Anitua, 1999). Optamos por el uso de PRGF porque es un producto de uso clinico y
experimental con el que trabajamos en nuestro grupo de investigacidn, por lo tanto tenemos
experiencia y hemos obtenido resultados favorables en su aplicacién en cartilago y hueso
(Serra, 2006; Soler, 2006; Damia, 2012; Cuervo, 2015), ademas se trata de un producto
autodlogo y protocolizado (este hecho incrementa su seguridad y presenta certificaciones
sanitarias europeas (marcado CE) y norteamericanas (FDA approval) para su uso como

medicamento en humana, recibiendo el nombre comercial Endoret® PRGF®) (Cuervo, 2015).

Con respecto a las diferencias entre el PRGF y el resto de preparados de PRP descritos en
la bibliografia, observamos que el PRGF no contiene leucocitos, ya que durante el proceso de
pipeteado se evita la capa leucocitaria, con lo que evitamos daifios tisulares por sus efectos
pro-inflamatorios (Anitua et al.,, 2012). Adicionalmente, el PRGF presenta una concentracion

de plaquetas que oscila entre 2-3 veces la concentracidon de la sangre periférica, lo que ha

Deborah Chicharro Alcantara 258



Discusién

demostrado desencadenar un efecto biolégico éptimo, ya que elevadas concentraciones de
plaquetas pueden ocasionar efectos inhibitorios y, en sentido contrario concentraciones

bajas pueden producir efectos estimulantes (Weibrich et al., 2004).

Con nuestro protocolo de trabajo, todos los procedimientos de pipeteo y fraccionamiento del
PRGF se realizaron en campana de flujo laminar. La contaminacidn bacteriana puede aparecer
cuando se emplean protocolos de obtencidn abiertos (Vasconcelos et al., 2003). En nuestro
estudio no se observd la aparicion de signos de infeccion en las heridas de ninguno de los
animales, por lo que podemos decir que El PRGF resulté ser un producto biolégicamente seguro

en el presente estudio experimental.

Ademas de la variedad de métodos de obtencién del PRP, se describen distintas formas de
aplicacién. Existen estudios que lo aplican en forma de gel (Man et al., 2001; Kim et al., 20093;
lacopetti et al.,, 2012; Ostvar et al., 2015), otros mediante inyeccion perilesional
(Karayannopoulou et al., 2014; Karayannopoulou et al., 2015), e incluso mediante métodos mas
complejos, como el uso de scaffolds fabricados especificamente (Zielins et al., 2014). En nuestro
caso, procedimos a realizar una inyeccion perilesional de PRGF autdlogo en cada una de las
heridas seleccionadas. Esta técnica fue descrita por primera vez por Dionyssiou y colaboradores
(2013) en un estudio experimental en conejos y en uno clinico en humanos sobre heridas
cronicas, los cuales dieron lugar a resultados prometedores (Dionyssiou et al.,, 2013). Al
administrar dicho producto de forma intralesional prevenimos la pérdida de PRP, en especial a

través de la absorcidn de los apésitos y vendajes (Karayannopoulou et al., 2015).

La pauta de aplicacidn de estos tratamientos con PRP es otro de los importantes aspectos que
deben ser tratados en futuras investigaciones, ya que en la actualidad existen estudios que
realizan una Unica infiltracién de PRP por especie, como es nuestro caso, mientras que otros
hacen varias aplicaciones (Zayni et al.,, 2015). También es importante saber qué volumen
administrar, dependiendo de la localizacién anatémica de la lesidon, por ejemplo
Karayannopoulou y colaboradores (2015) infiltraron de forma perilesional 1ml en heridas de
2cm por 2cm obteniendo resultados favorables en cuanto a la mejoria del proceso de
cicatrizacion (Karayannopoulou et al., 2015), mientras que en nuestro estudio 0,1ml fueron

suficientes ya que las heridas tan solo median 8mm de diametro.

Variables estudiadas

Los PRP han sido empleados en una gran variedad de tratamientos clinicos y procedimientos

quirdrgicos, especificamente en el campo de las ulceras en tejidos blandos y en patologias
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cutdneas crénicas. El PRP contiene mds de 20 factores de crecimiento distintos, como el PDGF,
VEGF y TGF-B1 (Eppley et al., 2004). Estos factores de crecimiento no solo regulan la migracién
celular y su proliferacion sino que también remodelan la matriz extracelular y promueven el
proceso de angiogénesis, creando un ambiente beneficioso que estimula el proceso de

cicatrizacion (Demidova-Rice et al., 2012b).

Con referencia a las variables estudiadas en esta tesis doctoral, destaca a nivel macroscdpico
la aceleracidn del proceso de cicatrizacion en las heridas tratadas con PRGF desde el dia 1 de
estudio hasta el dia 7 comparado con las heridas control, por lo que podemos intuir que el PRGF
estimula y favorece el proceso de cicatrizacién de las heridas por si solo. Hay que destacar que a
dias 2, 5y 7 las heridas tratadas con PRGF + AMSC cicatrizan significativamente mds rdpido que
las heridas que solo recibieron PRGF, y a dia 7 el grupo AMSC presenta una aceleracion
significativa de la cicatrizacion comparada con el grupo PRGF. Por otro lado, el aspecto estético
de las heridas también se ve afectado por la administraciéon de PRGF. En los dias de estudio 2, 5,
7 y 10 el color de la cicatriz de las heridas tratadas con PRGF es mas normal si lo comparamos
con las heridas control, también observamos resultados similares tras la evaluacion del grosor de
la cicatriz a lo largo del estudio ya que las heridas tratadas con PRGF presentan un menor grosor
de cicatriz que las heridas control, con lo que obtenemos un mejor aspecto estético a corto plazo

y una vez mas al igual que con el uso de AMSC no inducen la formacion de queloides.

El estudio microscdpico de las heridas infiltradas con PRGF mostré una aceleracion del
proceso de epitelizacién desde el dia 1 del estudio hasta el dia 5, comparado con las heridas
control. Aunque a partir del dia 2 de estudio, como ocurre con el caso de la cicatrizacién cutanea
a nivel macroscépico, las heridas tratadas con PRGF presentan una epitelizacidn
significativamente inferior y mds lenta que las heridas tratadas con PRGF + AMSC, ademas a dia
5 el grupo AMSC epiteliza mds rapidamente que el grupo PRGF. Durante todos los tiempos de
estudio, hasta el dia 7, observamos una reduccion de la intensidad inflamatoria en las heridas
tratadas con PRGF comparadas con las heridas control, por lo que el PRGF ejerce un efecto
antiinflamatorio sobre las heridas ademds de potenciar y estimular la epitelizacién cutdnea. La
angiogénesis en las heridas tratadas con PRGF se ve estimulada de forma significativa en
comparacién con el grupo control a dia 1y 7 del estudio, aunque el incremento de la misma a lo
largo del tiempo es progresiva y siempre superior al grupo control, por lo que podemos deducir
gue existe un estimulo del proceso de neovascularizacion. Es importante destacar que hacia el
final del estudio, dias 7 y 10, son los grupos AMSC y AMSC+PRGF los que presentan un mayor
potencial angiogénico con un incremento significativo de la angiogénesis comparado al grupo

PRGF. Por ultimo, existe un incremento significativo en la deposicion de fibras de colageno en las
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heridas tratadas con PRGF de forma progresiva desde el dia 1 hasta el dia 5 con respecto a las
heridas control, por lo que el PRGF estimula la formacién de colageno corto plazo en la zona

dafada.

Nuestros resultados coinciden con los de otros autores, como Francesco-Molina vy
colaboradores que llevaron a cabo un estudio experimental con conejos similar al nuestro, en los
que practicaron heridas cutdneas de espesor completo en la zona del dorso de los mismos y
aplicaron PRGF (método Anitua) en una de las heridas mientras que la otra permanecié como
herida control, en este caso se estudiaron distintos parametros hitopatoldgicos a 7 y 28 dias. Se
obtuvieron diferencias estadisticamente significativas con respecto al proceso de reepitelizacién
e inflamatorio a dia 7, con lo que se concluyé que el PRGF estimulaba y, por lo tanto, aceleraba
el proceso de epitelizacidn y, ademas, reducia la inflamacién de la zona consiguiendo un cierre
temprano de las heridas (Molina-Minano et al.,, 2009b). Estos mismos resultados, que se
asemejan a los conseguidos en nuestro trabajo, también fueron observados por otros autores
(Kimura et al., 2005; Anitua et al.,, 2007). También nos podemos remitir al estudio de Ldpez
Jornet y colaboradores en el que crearon experimentalmente heridas cutaneas en lengua de
conejos y aplicaron PRGF, obteniendo una aceleracién del proceso de epitelizacion ademas de

una reduccion del proceso inflamatorio (Lopez-Jornet et al., 2009).

Es importante recalcar la importancia de evaluar el efecto del tratamiento tanto
macroscépicamente como microscopicamente, tal y como se llevé a cabo en nuestro estudio y
en el de otros autores (Ostvar et al., 2015; Jee et al., 2016). Ostvar y colaboradores evaluaron la
aplicacion de PRP en gel sobre heridas cutaneas de espesor completo en conejos tanto a nivel
macroscépico como microscopico a dias 7, 14 y 21 y apreciaron una aceleracion del proceso de
epitelizacion y por tanto de cicatrizacion de las heridas comparadas con las heridas control.
Ademas, se produjo una mayor deposiciéon de fibras de colageno, un incremento en la
produccidon de nuevos vasos sanguineos y de fibroblastos ademds de una menor reaccidn
inflamatoria en las heridas tratadas con PRP (Ostvar et al., 2015). Son numerosos los estudios
clinicos tanto en medicina humana como en veterinaria los que han demostrado el efecto
positivo de las plaquetas sobre la restauracion de la integridad tisular en el proceso natural de
cicatrizacion cutanea (Kiritsy et al., 1993; Crovetti et al.,, 2004; lJeffcoate et al., 2004;
Saldalamacchia et al., 2004). Cuando éstas se aplican tépicamente, aceleran la cicatrizacion del

tejido y la promueven en heridas con retraso de la misma (Knox et al., 2006).

En medicina veterinaria, el PRP también ha sido empleado con frecuencia en otras especies,
como el perro y el caballo, en heridas cutdneas. Carter y colaboradores (2003) y DeRossi y

colaboradores llevaron a acabo un estudio en caballos en el que observaron que el uso de PRP
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en forma de gel promovia la cicatrizacién cutanea y estimulaba la diferenciacién y regeneracion
epitelial (Carter et al., 2003; DeRossi et al., 2009). También se ha visto su eficacia en heridas de
gran tamafio (lacopetti et al., 2012). En contraste a los hallazgos mencionados anteriormente y
observados en nuestro estudio, Monteiro y colaboradores no observaron este estimulo en el
proceso de cicatrizacién en heridas distales en miembro pelviano de caballo, sino lo contrario vy,
ademads, apreciaron un exceso de formacidn de tejido de granulacién (Monteiro et al., 2009).
También encontramos estudios en perros, como el de Kim y col (Kim et al., 2009a) los cuales
estudiaron el efecto curativo del PRP autdlogo sobre lesiones grandes, y describieron una
evolucidn positiva. Debido a la gran variedad de protocolos empleados para la obtenciéon de PRP
aparecen resultados muy variables, lo que debemos de tener muy en cuenta a la hora de

comparar entre estudios y de valorar la efectividad de dichos productos.

Diversos factores de crecimiento estdn implicados en el proceso de neovascularizacién, VEGF,
bFGF, PDGF y TGF-B, todos ellos poseen la capacidad de mejorar la microcirculacion, y por lo
tanto, la vascularizacion de la zona y con ello disminuyen el edema local (Ishiguro et al., 1994;
Vourtsis et al., 2012; Park et al., 2013). El VEGF juega un papel primordial en la angiogénesis y
linfangiogénesis (Barrientos et al., 2008). Asi, diferentes estudios han documentado incrementos
en la angiogénesis y mayores niveles de VEGF o de PDGF en heridas cutaneas tratadas con PRP e
incluso en colgajos cutaneos (Takikawa et al., 2011; Li et al., 2012). El estudio llevado a cabo en
perros por Karayannopoilou y colaboradores aplicaba PRP infiltrandolo en colgajos cutdneos
experimentales. Observd una supervivencia estadisticamente superior en aquellos colgajos
infiltrados con PRP comparados con los control, gracias a un estimulo del proceso de
angiogénesis con una mayor formaciéon de nuevos vasos y una significativa dilatacién de los
vasos sanguineos ya existentes, lo que ocurre como respuesta a un incremento en la produccidn
de 6xido nitrico (agente vasodilatador) inducido por el VEGF (Khan et al., 2004; Booi et al., 2008;
Karayannopoulou et al.,, 2014). También se ha visto la eficacia del uso de VEFG en heridas
cutaneas de diabéticos, en las que la aplicacion de dicho factor acelera el cierre de estas heridas
promoviendo la angiogénesis de la zona y la linfangiogénesis. La generacién de nuevos vasos
linfaticos aporta una rapida salida para el exceso de fluidos y leucocitos y, con ellos, una
reduccion del edema e inflamacién de la zona afectada (Saaristo et al., 2006). El incremento en
la perfusion tisular, gracias al tratamiento de heridas con PRP, favorece la formacidn de tejido de
granulacion y, en general, el proceso cicatricial debido al aporte de nutrientes y oxigeno al lugar

del dafio cutaneo (Schreml et al., 2010).

Cada factor de crecimiento que alberga el PRP pueden tener varios efectos sobre el proceso

de cicatrizacién de heridas. Estos efectos celulares incluyen quimiotaxis, promocion de la mitosis
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(propiedades mitogénicas), estimulacion y activacion celular y propiedades regulatorias sobre
diferentes componentes del proceso de cicatrizacién (Pavletic M, 2010a). El EGF juega un papel
vital en la diferenciacidn, proliferacién, migracion y adhesion de queratinocitos. Su aplicacién es
efectiva para inducir el proceso de epitelizacion y formacion de tejido de granulacién. El KGF
también induce la proliferacidon y migracidon de queratinocitos y células epiteliales (Enoch et al.,

2006b).

Las heridas crdnicas se caracterizan por la persistencia del proceso inflamatorio, debido a un
desequilibrio entre citoquinas pro-inflamatorias y anti-inflamatorias, y por un nivel bajo de
factores de crecimiento. También puede producirse un desequilibrio en la concentracidn de
oxidantes y antioxidantes, mientras que los factores de crecimiento y las citoquinas juegan un
papel crucial en el control del dafio oxidativo (Schreml et al., 2010; Behm et al., 2012), y esto

explica porqué el PRP ejerce un efecto antiinflamatorio.

Es importante resaltar el uso del PRP en cirugia plastica y reconstructiva , el PRP se asocia a
una disminucion significativa de infecciones y del tiempo de cirugia y recuperacién del paciente.
Principalmente el empleo de PRP en este campo se ha centrado en pacientes con pérdidas de
piel y tejidos blandos a causa de accidentes o patologias crénicas (Valbonesi et al., 2002). Tras la
aplicacién toépica o la inyeccion subcutdnea del PRP, se producen importantes cambios sobre la
piel envejecida: restaura la vitalidad cutdnea, aumenta su grosor, recupera la consistencia
eldstica, mejora la afluencia vascular, estimulan las secreciones e incrementa la tersura y
apariencia de la piel, ya que regula la remodelacién de la epidermis y de la dermis (Mehta and
Watson, 2008) . En medicina estética se esta empleando el PRP en la inyeccién subdérmica (en
depresiones cicatriciales o surcos pronunciados, entre otros), en mesoterapia (para el
tratamiento de arrugas principalmente), en peelings (para favorecer la regeneracién dérmica y
epidérmica) entre otras aplicaciones (Arquero, 2009). El TGF-B3 reduce la deposicion de
colageno en la fase de remodelado y proliferativa ayudando a conservar el aspecto
macroscopico de la herida, (por ejemplo el grosor) (Enoch et al., 2006b). Este hecho se

corresponde con lo observado en nuestro estudio.

Con referencia a la deposicion de colageno en las heridas podemos analizar con mas detalle
las funciones de los factores de crecimiento mas importantes. El PDGF ejerce una fuerte accién
guimiotactica y mitégena sobre los fibroblastos, lo que estimula la sintesis de coldgeno y la
angiogénesis (Rajkumar et al., 2006). El TGF-B estimula el crecimiento y proliferacion de células
endoteliales, epiteliales y mesenquimales. El EGF promueve la proliferacion de fibroblastos y de
células epiteliales y epidermales, obteniendo como resultado la reepitelizacién, formacién de

matriz extracelular e incremento de angiogénesis de la zona (Enoch et al.,, 2006b). Se ha
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observado, en diferentes estudios, una mayor deposicidon de coldgeno en heridas tratadas con
PRP, al igual que ocurrié en el nuestro, comparadas con las heridas control, obteniendo incluso
una mejor arquitectura con las fibras de coldgeno depositadas de forma organizada, lo que
indica un tejido de granulacion maduro y un incremento de la fuerza tensil de la herida
(Karayannopoulou et al., 2015). En el estudio desarrollado por Choo-Hee y colaboradores (2016)
en perros se obtuvo, una vez mas, mayores concentraciones de colageno en las heridas tratadas
con PRP comparadas con las heridas control ademas de una buena organizaciéon de las fibras de

colageno de forma paralela (Jee et al., 2016).

Podriamos resumir todo lo anterior, afirmando que numerosos trabajos, incluido el nuestro,
atribuyen al PRGF una serie de caracteristicas que mejoran la cicatrizacién de las heridas: efecto
angiogénico, antiinflamatorio, antibacteriano, estimulante sobre la epitelizacion/cicatrizacion

cutanea y deposicidn de coldgeno tanto en cantidad como en calidad.
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Asociacion de PRGF y AMSC

Introduccion

En los ultimos afios, el incremento general del nimero de enfermedades degenerativas
cronicas asociadas a la edad ha estimulado el desarrollo de estrategias alternativas efectivas
para la reparacidn y regeneracion de los tejidos dafiados (Formigli et al., 2012). Siguiendo esta
misma direccién , la terapia celular con células madre autélogas o alogénicas es hoy en dia una
de las alternativas mds prometedoras para conseguir este objetivo. Las MSC derivadas de tejidos
adultos estdn consideradas como las candidatas perfectas en medicina regenerativa, gracias a
sus caracteristicas Unicas que son muy utiles cuando se trasladan a su aplicacién clinica (Bianco
and Robey, 2001). Las MSC participan en el proceso de cicatrizacion cutanea mediante su
diferenciacidn, mecanismos paracrinos, autocrinos o a través de una accién inmuno-reguladora
(Roubelakis et al., 2014). Por otro lado se encuentra PRP el que, como hemos visto, se emplea
frecuentemente en procesos de reparacién tisular, ya que promueve el proceso de re-

epitelizacion cutanea (Marx, 2004). Los factores de crecimiento que contiene el PRP no solo
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regulan la migracién y proliferacién celular sino que también remodelan la matriz extracelular y
promueven la angiogénesis dando lugar a un ambiente beneficioso que estimula la cicatrizacion

cutanea (Demidova-Rice et al., 2012b).

El uso conjunto de PRGF y AMSC en estudios tanto in vivo como in vitro es muy novedoso y
actualmente existen muy pocos trabajos que empleen ambas terapias combinadas en piel, por lo
gue se trata de un tratamiento innovador. Hasta el momento se ha observado que la asociacién
de PRGF y AMSC en medio de cultivo favorece la proliferacion y adherencia de las MSC, dando

lugar a un mayor rendimiento celular (Rodriguez-Jimenez et al., 2012).

Variables estudiadas

Las heridas tratadas con AMSC+PRGF de forma combinada fueron las que mostraron mejores
resultados en la gran mayoria de los pardmetros evaluados, de forma que obtuvieron procesos
de cicatrizacién mejores y mas rapidos. Concretamente, el porcentaje de cicatrizacién de las
heridas tratadas con AMSC+PRGF a dias 2, 5 y 7 era significativamente superior no solo al grupo
placebo como ocurre en el resto de los tiempos de estudio sino también al grupo de heridas
tratadas Unicamente con PRGF. En el caso del porcentaje de epitelizaciéon a nivel microscdpico
también se observa una epitelizacidn cutanea significativamente superior en heridas tratadas
con PRGF+AMSC tanto en comparacién con las heridas placebo hasta el dia 7 de estudio como
con los grupos de heridas tratados de forma aislada con PRGF y AMSC respectivamente entre los
tiempos 2 y 5 dias. Podemos deducir que existe un efecto sinérgico del PRGF sobre las AMSC y
vicerversa, ya que el PRGF estimula la proliferacion y migracién de las AMSC y la produccién de
factores de crecimiento que a su vez, potencian la cicatrizacion cutanea. Ademas diversos
estudios plantean que las MSC pueden diferenciarse en otro tipo de células dentro de el tejido
dafiado con el objetivo de promover la reparacion y regeneracién de la piel (Schneider et al.,
2010). Estos resultados coinciden con Lian y colaboradores los cuales observaron una mejor
curacién de las heridas de espesor completo en ratas en el grupo tratado con MSC+PRP

comparado con aquellas que solo fueron tratadas con PRP o solo con MSC (Lian et al., 2014).

A nivel del campo de la medicina estética no hemos encontrado estudios que utilicen de
forma combinada PRP y células madre para tratar defectos cutdneos, no obstante con nuestro
estudio hemos obtenido ciertos resultados que podrian resultar de interés en dicho campo. Las
heridas tratadas con PRGF y AMSC mostraron diferencias estadisticamente significativas tanto
en el color como en el grosor de cicatriz. A lo largo del estudio las heridas tratadas con
AMSC+PRGF demostraron ser diferentes al grupo placebo y, ademas, a dia 3 del estudio

presentaron un color de cicatriz mas cercano al normal que el grupo de heridas tratado con
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PRGF de manera mas temprana. Ademas, también a dia 3 el grosor de las heridas tratadas con
AMSC+PRGF es menor que el grupo PRGF y placebo, pudiendo por lo tanto concluir que la
asociacién de PRGF con AMSC aporta un mejor aspecto estético a las heridas en un menor
periodo de tiempo sin riesgo alguno de estimular la formacion de cicatrices hipertréficas ni

queloides.

El estudio microscépico de las heridas tratadas con PRGF+AMSC revela resultados muy
positivos. Existe un efecto sinérgico entre el PRGF y las AMSC el cual potencia el proceso de
angiogénesis y la deposicidon de fibras de coldgeno en las heridas cutaneas. En el caso de la
angiogénesis desde el dia 2 del estudio, este grupo de heridas es el que presenta una mayor
formacidn de nuevos vasos sanguineos. Es decir, existe un estimulo del proceso de
neovascularizacion de forma significativa con referencia a los grupos control y PRGF
(observandose también una mejora estadisticamente significativa con respecto al grupo AMSC a
dia 3), duplicando el nimero de vasos en cada tiempo frente al resto de grupos. Adicionalmente,
como hemos comentado, existe una mayor deposicion de coldgeno a medida que avanza el
estudio, que es significativamente superior en la mayoria de los tiempos de estudio a los grupos
control y PRGF vy, especificamente, al grupo AMSC a dia 2 del estudio, con lo que se produce una

temprana formacién del tejido de granulacién, necesario para la cicatrizacion de las heridas.

En el estudio mencionado anteriormente, realizado por Lian y colaboradores, también se
obtuvieron unos resultados acorde con los nuestros, ya que observaron una estimulacién por
parte de MSC+PRP en la formacién de vasos sanguineos en heridas quirurgicas llevadas a cabo
en ratas diabéticas. Sin embargo ellos observaron que el nimero de nuevos vasos sanguineos
formados en las heridas tratadas con PRGF+MSC era 0,5 veces superior a los que se encontraban
en las heridas tratadas con MSC, y incluso 3 veces superior al grupo placebo (Lian et al., 2014). La
respuesta angiogénica es crucial para el proceso de cicatrizacién, y es necesaria para
incrementar la concentracidon de oxigeno y el aporte de nutrientes y, con ellos, asegurar la
supervivencia de los queratinocitos y el mantenimiento del nuevo tejido de granulacion
formado. Ademds, como hemos mencionado ya con anterioridad, el PRP es una fuente rica en

factores de crecimiento que estimula la angiogénesis en heridas (Ting et al., 2008).

Los fibroblastos reparan y remodelan las heridas y la migracion de los queratinocitos
promueve la reepitelizacién durante el proceso de cicatrizaciéon. En el estudio de Lian y
colaboradores (2014) se obtuvo un incremento del TGF-B1 en las heridas tratadas con PRP+MSC
mayor que en los grupos PRP y MSC de forma aislada. El incremento de dicho factor de
crecimiento promueve la sintesis de colageno, fibroncetina e integrina por los fibroblastos y, por

lo tanto, estimula la migracidn celular epitelial (Atiba et al., 2011). Lian y colaboradores una vez
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mas, sugieren que el PRP asociado a MSC estimula la proliferacion de células del tejido de
granulacion, promoviendo el incremento de células epiteliales e incrementan la expresion de
TGF-B1 durante la fase temprana del proceso de cicatrizacidn. Estas afirmaciones parten de la
observacién, al igual que en nuestro estudio, de una mayor densidad y nimero de fibras de
colageno (Lian et al., 2014). Estos mismos resultados también fueron observados por Elsharawy

y colaboradores (2012) (Elsharawy et al., 2012).

Argolo Neto y colaboradores también obtuvieron resultados similares al los de nuestro
estudio, en este caso las lesiones infiltradas con PRP y MSC fueron las que obtuvieron una
concentracién superior de fibras de coldgeno, lo cual indica que existe una accién fibroblastica
intensa y que los fibroblastos son una de las principales células involucradas en el reemplazo de
la fibronectina y proteoglicanos, parte de la matriz extracelular, que forma el componente

principal del tejido cicatricial (Argolo Neto et al., 2012).

No hay que olvidar que la inflamacién es esencial para conseguir una buena cicatrizacién
cutanea Una fase inflamatoria prolongada o excesiva puede conducir a heridas cutdneas
cronicas que no cicatrizan y permanecen en un estado de inflamacién persistente. En nuestro
estudio se ha demostrado que tanto el PRGF como las AMSC poseen efectos antiinflamatorios.
Cuando ambos tratamientos son administrados en las heridas de forma conjunta siguen
ejerciendo un potente efecto antiinflamatorio comparado con las heridas control pero dicho
efecto no es significativamente mas potente que cuando estas terapias se administran por
separado. Se sabe que las MSC liberan una gran cantidad de factores solubles que interfieren
con el comportamiento de las células inflamatorias (Nauta and Fibbe, 2007; Morrison and
Spradling, 2008). Uno de los principales factores antiinflamatorios solubles producidos por las
MSC es la indolamina 2, 3 dioxigenasa (IDO) (Takahashi et al., 2007), por lo que es posible que
dicho factor haya contribuido a la reduccién de la reaccién inflamatoria durante el proceso de
re-epitelizacion. Adicionalmente, los PRP han demostrado experimentalmente que inhiben
reacciones inflamatorias excesivas y tempranas e interactian con los macréfagos para mejorar la

cicatrizacion tisular y la regeneracion (Mishra and Pavelko, 2006).

Por ultimo insistir en que se ha demostrado que el PRP es capaz de preservar la viabilidad de
las MSC, de estimular su proliferaciéon y migracidén, ademas de activar su actividad (Formigli et
al., 2012). Diferentes concentraciones de PRP, desde 2% al 20%, pueden desencadenar efectos
positivos sobre la proliferacion y migracién de células, ademas de poderse emplear para
comprobar la eficacia de los PRP (Formigli et al., 2012). Factores expresados de forma frecuente
y en elevadas concentraciones como el PDGF y MMP9 actuan de forma positiva, induciendo la

migracion de estas células(Formigli et al., 2012; Roubelakis et al., 2014). Estudios recientes (Wu
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et al., 2007; Roubelakis et al., 2014) muestran que el PRP puede ser una herramienta util para

atraer poblaciones de células, como las MSC al drea de la herida.
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Conclusiones

De los resultados obtenidos en nuestro estudio y bajo las condiciones establecidas en el

mismo, podemos deducir las siguientes conclusiones:

273

Las Células Madre Mesenquimales Derivadas de Grasa (AMSC) potencian el proceso
de cicatrizacion y pueden considerarse un tratamiento efectivo en el manejo de
heridas cutdneas agudas.

El uso de las Células Mesenquimales Derivadas de Grasa (AMSC) en heridas agudas al
igual que el Plasma Rico en Factores de Crecimiento (PRGF) promueven la
cicatrizacion mejorando todos los paradmetros macroscdpicos y microscopicos
estudiados comparado con el grupo control, superando las AMSC los efectos del PRGF
en cuanto a la epitelizacidn cutanea, angiogénesis y aspecto estético de la herida.

La aplicaciéon de Plasma Rico en Factores de Crecimiento (PRGF) es un tratamiento
sencillo, que mejora sustancialmente los resultados obtenidos con tratamientos
convencionales, obteniendo una mejora tanto macroscdpica como microscépica de
las heridas tras su utilizacidn.
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La utilizacién de Células Mesenquimales Derivadas de Grasa (AMSC) de forma aislada
o conjunta con PRGF, permite obtener los mejores resultados estéticos. En cambio, a
nivel microscopico se observa que su asociacion con Plasma Rico en Factores de
Crecimiento (PRGF) mejora la epitelizacion, la angiogénesis y el depdsito de colageno
en fases iniciales de la cicatrizacién cutanea.

La asociacion de ambas terapias, Células Mesenquimales Derivadas de Grasa junto
con Plasma Rico en Factores de Crecimiento (AMSC+PRGF) en inyeccidén Unica cutdnea
perilesional, ha demostrado ser la opcién mas efectiva tanto a nivel macroscépico
como microscopico para el tratamiento de heridas cutaneas agudas.

El empleo de Células Madre Mesenquimales Derivadas de Grasa (AMSC) alogénicas ha
sido efectivo en el tratamiento de heridas cutdneas agudas y no ha resultado en la
aparicion de reacciones adversas dentro de las condiciones de nuestro estudio.

Si bien el tratamiento con Células Mesenquimales Derivadas de Grasa (AMSC), de
forma aislada o conjunta con PRGF, ha demostrado ser mas efectivo que el empleo de
PRGF de forma aislada, la disponibilidad de dicha terapia (AMSC) puede limitar su uso
en heridas cutadneas agudas, indicando en su caso el uso de PRGF en una primera fase

del tratamiento teniendo en cuenta los resultados de nuestro estudio.
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Limitaciones del Estudio

Desde un punto de vista critico, es necesario revisar la metodologia de trabajo empleada e
identificar las posibles limitaciones del mismo para poder realizar una interpretacion mas
correcta de los resultados y de esta forma, aprender de las mismas para mejorar en futuros

trabajos de investigacién en esta linea.

En el presente estudio podemos identificar una serie de limitaciones que deben ser
consideradas. Una de las limitaciones del estudio fue la necesidad de emplear células alogénicas
procedentes de un solo conejo, cuando en la clinica diaria se suelen emplear MSC autdlogas,
aunque los resultados fueron igualmente positivos y prometedores. La realizacién de heridas
cutaneas quirdrgicas y por lo tanto agudas también puede ser considerado como limitacién en el
caso de querer extrapolar nuestros resultados a heridas complicadas (Ulceras cutaneas), ya que
el proceso de cicatrizacidn difiere entre ambas, pero aporta datos y opciones terapeuticas que

pueden ser importantes en estudios futuros.
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Con referencia al tratamiento con PRGF o AMSC, se optd por una sola administracidon de
forma perilesional pero, como hemos visto, existen diferentes formas de aplicacién de dichas
terapias y una gran controversia con respecto al volumen y concentracién efectiva en el proceso
de cicatrizacion cutanea. De manera que no conocemos el efecto que tendria sobre el proceso
de cicatrizacién cutanea la aplicacién de mas o menos inyecciones de PRGF o AMSC con mayores
0 menores concentraciones de células y factores de crecimiento respectivamente. Tampoco se
ha evaluado cual seria el efecto que tendria sobre la cicatrizacion cutdnea el acortar o alargar el

periodo entre aplicaciones en el caso de realizar mas de una infiltracion.

Otra limitacidn de este trabajo se relaciona con la formulacién del PRGF. En la especie
humana, Anitua y colaboradores (1999) han tipificado y detallado con precisién la composicion
del PRGF obtenido segun la metodologia que ellos han desarrollado. Por el momento, no se han
realizado estudios cuantitativos en la especie cunicula que determinen la composicién y
concentracién de los diferentes factores de crecimiento que componen el PRGF, por lo que

futuros estudios deberian indagar en esta cuestidn.

En el caso de querer extrapolar integramente los resultados del presente estudio al campo de
la dermatologia humana, como hemos comentado en el apartado de la discusion, el conejo, al
igual que otras especies como los roedores, no es el modelo experimental de eleccién para
estudiar el proceso de cicatrizacién cutdnea debido a pequefias diferencias anatdmicas. Es el
cerdo el que posee una arquitectura cutdanea mas similar al ser humano, salvo la ausencia de
glandulas sudoriparas, no obstante son numerosos los estudios realizados en conejos que
estudian la aplicacién de diferentes terapias para promover la cicatrizacién cutdnea y estos son
aceptados y validados. No obstante, las primeras aplicaciones terapeuticas han de realizarse en
modelos animales mas simples, accesibles y que permitan trabajar con un numero suficiente de
individuos. De esta manera podemos detallar mucho mejor las pautas a seguir en futuros
estudios experimentales en otras especies mas proximas a la humana y en estudios clinicos

posteriores.
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Futuras lineas de investigacion

Una vez finalizada la presente tesis doctoral, analizados sus resultados y evaluadas sus
limitaciones, se plantean nuevos interrogantes que pueden servir de base para futuros trabajos

de investigacidn en esta linea de trabajo en terapias regenerativas.

El presente trabajo analiza los resultados de tratar heridas agudas. Si bien estas lesiones son
importantes en la clinica diaria, lo son mucho mas las heridas crdnicas. Por este motivo seria
muy interesante llevar a cabo un estudio clinico y experimental en animales con heridas
crénicas, como resultado de patologias concretas como diabetes o asociadas a traumatismos,

evaluando la efectividad de las terapias regenerativas utilizadas en nuestro trabajo.

En cuanto a la terapia con células madre, es muy interesante para un futuro préximo, el
plantear otras vias de administracidon de las mismas, como por ejemplo la via intravenosa, para
asi poder evaluar la capacidad que tienen estas células de migrar al lugar lesionado vy llevar a
cabo su mecanismo de accién. Esto facilitaria sustancialmente su uso en una gran variedad de

patologias.
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La tipificacién tanto cualitativa como cuantitativa del PRGF en la especie cunicula facilitaria
trabajos en una lineas futuras que pretendan utilizar esta especie para el estudio de terapias

regenerativas.

Por otro lado, también podriamos plantear el uso de otros modelos animales de
experimentacion, como puede ser el cerdo en el caso de que buscdsemos una especie animal lo
mas semejante anatdmica vy fisioldgicamente a la piel del ser humano, en el caso de querer

extrapolar de forma mas precisa los resultados obtenidos.

La creacion de un banco de tejidos para poder conservar grasa y de ella obtener células madre
alogénicas o autdlogas podria considerarse una muy buena opcién para poder ofrecer dicho
servicio a todos los pacientes sin necesidad de tener que ser sometidos a una cirugia, y mediante

una disponibilidad inmediata.

Por ultimo también seria de interés el evaluar la asociacidn de estas terapias regenerativas
con otros tipos de terapias como puede ser la terapia en vacio (VAC) o diferentes tipos de curas,

ademas de su utilizacién en cirugia plastica.

Deborah Chicharro Alcantara 282



RESUMEN

Aplicacion del Plasma Rico en Factores de Crecimiento Autdlogo en
Asociacion con Células Madre Mesenquimales Derivadas de Grasa en el

Tratamiento de Heridas Experimentales en el Conejo.
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Resumen

La piel es el 6rgano mas grande del cuerpo, ademas de constituir la barrera anatéomica y
fisiolégica entre el individuo y el ambiente. Se trata de un tejido con capacidad regenerativa y
autorreparadora que forma una importante barrera protectora frente al ambiente externo.
Cualquier dafio en la piel da lugar a efectos debilitantes en esta, dando lugar a la formacién de

heridas.

En los ultimos afios, se ha producido un incremento en la prevalencia de aparicién de heridas
cutaneas agudas y crénicas con problemas de cicatrizacién tanto en medicina humana como en
veterinaria, debido mayoritariamente a un incremento de la esperanza de vida en nuestros
pacientes. Millones de personas en el mundo sufren heridas agudas o crénicas como
consecuencia de cirugias, laceraciones accidentales, infecciones, quemaduras, ulceras por
presidn, venosas o diabéticas. Los tratamientos para estas heridas cutdneas suponen grandes
inversiones econdmicas. Por ello, resulta necesario desarrollar nuevos abordajes terapéuticos
para el tratamiento de estas heridas. Estos, ademas, deben de ser econdmicos y aplicables a
gran escala.
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El uso de Plasma Rico en Factores de Crecimiento (PRGF) y Células Madre Mesenquimales
(MSC) en del campo de la medicina regenerativa se considera hoy en dia como referencia
terapéutica. Cada vez se tiende a ser menos traumatico a la hora de reparar lesiones tisulares y

se opta por terapias regenerativas, sencillas de obtener y a la vez inocuas.

El objetivo del presente trabajo ha sido la evaluacion del efecto de las AMSC y el PRGF, asi
como de la asociacion entre ambos, en heridas cutdneas experimentales, empleando como

modelo animal el conejo.

Para llevar a cabo dicho estudio se seleccionaron un total de 72 hembras sanas de la especie
cunicula, que fueron sometidas a una breve exploracion fisica y analitica sanguinea para
comprobar su estado de salud. Una vez incluidos en el estudio, se dividieron de forma aleatoria
en 6 grupos de estudio, que contenian un total de 12 animales por grupo. A continuacién, cada
uno de los animales fue sometido a anestesia general para la realizacion de 4 heridas quirurgicas
escisionales de espesor completo en la zona dorsal toracolumbar (previa preparacién con
rasurado y desinfeccion de la zona) mediante el uso de punch de biopsia de 8 mm.
Adicionalmente, tras la obtencién de PRGF autélogo y AMSC alogénico, se llevd a cabo una Unica
infiltracion intraquirdrgica de cada uno de los tratamientos en las heridas correspondientes

siguiendo el mismo patrén en cada conejo.

Posteriormente, se estudid la evolucion macroscdpica (aspecto estético y cicatrizacion) y
microscopica (epitelizacion, inflamacion, angiogénesis y deposicién de coldgeno) adias 1, 2, 3, 5,
7 y 10 tras el proceso quirurgico. El estudio histoldgico se llevo a cabo mediante las tinciones de

hematoxilina eosina y tricrdmica de Masson.

Tras el andlisis estadistico de las variables estudiadas, se obtuvieron los resultados que se
exponen a continuacidn. Respecto a la cicatrizacion cutdnea macroscdpica de las heridas,
aquellas que fueron infiltradas con AMSC (de forma aislada o asociada con PRGF) obtuvieron
mayores porcentajes de cicatrizacion cutdnea que las heridas tratadas Unicamente con PRGF o
las placebo. De esta forma, se consigue una aceleracién estadisticamente significativa del
proceso de cicatrizacion. Los mejores valores se obtuvieron en las heridas tratadas con
PRGF+AMSC. Ante la evaluacidén del aspecto estético de las heridas, aquellas que reciben
tratamiento con células son las que consiguen una coloracidn y grosor de cicatriz mas similar al
de una cicatriz fisioldgica a corto plazo. Los resultados son incluso mejores cuando las AMSC se

asocian a los PRGF.

En cuanto a la valoracion microscépica de las heridas cutdneas, se observa claramente un

fuerte estimulo de la epitelizacidn cutanea de las heridas de forma estadisticamente significativa
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a lo largo de los tiempos de estudio en las heridas que fueron tratadas con AMSC (de forma
aislada o conjunta con PRGF), especialmente a corto plazo (en los primeros 5 dias). Los mejores
resultados se apreciaron en las heridas que recibieron como tratamiento la asociacién de AMSC
con PRGF. Todas las heridas que recibieron tratamiento con células o PRGF presentaron un
mayor efecto antiinflamatorio con respecto a las del grupo heridas placebo, por lo que tanto las
AMSC como los PRGF disminuyen de forma significativa la intensidad de la reaccién inflamatoria,
consiguiendo potenciar este efecto cuando se asocian ambas terapias, mientras que la
distribucion del proceso inflamatorio en las heridas se mantuvo estable sin diferencias entre
grupos. El proceso de neovascularizacion se encuentra potenciado en aquellas heridas tratadas
con AMSC (de forma aislada o conjunta con PRGF). Cabe destacar el grupo PRGF+AMSC que
muestra un incremento estadisticamente significativo a lo largo del estudio en la formacién de
nuevos vasos sanguineos, y llega incluso a duplicar la creacién de nuevos vasos sanguineos con
respecto al resto de grupos a dia 3 del estudio. Por ultimo, apreciamos una mayor deposicion de
fibras de colageno maduro en las heridas tratadas con PRGF+AMSC de forma significativa y
progresiva a lo largo del estudio, siendo estadisticamente superior al grupo PRGF y al grupo

placebo.

Tras analizar los resultados logrados en el estudio, podemos decir que la mejor terapia
regenerativa para conseguir acelerar los tiempos de cicatrizaciéon cutanea (gracias a una mayor
angiogénesis en la zona, menor inflamaciéon y mayor deposicién de fibras de coldgeno) y lograr
un mejor aspecto estético de las heridas es la asociacion de AMSC y PRGF, ya que existe un

efecto sinérgico entre ambas terapias.
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Abstract

Abstract

The skin is the largest organ in the body, as well as the main anatomical and physiological
barrier between the individual and the environment. It can regenerate and self-repair, which
makes it an important protective barrier from the external environment. Any skin injury

weakens it, giving rise to wounds.

During the last years, acute and chronic skin wound prevalence has increased in both human
and veterinary medicine, mostly due to an increase in our patient’s life expectancy. Millions of
humans all over the world suffer from acute and chronic wounds as a result of surgeries,
accidental lacerations, infections, burns, pressure ulcers, diabetic or venous ulcers. The
treatments of these injuries involves a high economic cost. For this reason, there is an increasing

need for the development of new inexpensive therapeutic approaches to treat these wounds.

The use of Plasma Rich in Growth Factors (PRGF) and Adipose Derived Mesenchymal Stem

Cells (AMSC) are today the gold-standard in regenerative medicine. The trend nowadays is to
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avoid using traumatic techniques for tissue repair and choose instead regenerative therapies,

which are both easy to perform and harmless, are preferred.

The aim of this study is to evaluate the effect of AMSC, PRGF and the combination of both on

experimental acute cutaneous wounds in rabbits.

A total of 72 healthy females were used in the study. General physical examinations and basic
blood tests were carried out in order to to check their health state. Once the animales were
included in the study, they were randomly divided into 6 different groups depending on their
survival time. Each of these groups included 12 rabbits. Following this, the animals were
anaesthetised, and four identical surgical wounds were performed over the dorsal toracolumbar
area of each of the rabbits, using an 8 mm biopsy punch. Just after obtaining the PRGF and the

alogenic AMSC, they were injected into the corresponding wounds.

The macroscopic (wound healing percenatge and aesthetic aspect) and microscopic
(epithelization, angiogénesis, collagen deposition and inflammation) evolution of all wounds
was studied 1, 2, 3, 5, 7 and 10 days after the experimental surgery. The hystological study was

carried out using hematoxylin-eosin stain and Masson’s Trichrome stain.

Once the statistical study was carried out, the following results were obtained: regarding the
macroscopic wound healing process, those wounds treated with AMSC (alone or together with
PRGF) show higher wound healing percentages compared to wounds which were just treated
with PRGF or control wounds, and therefore showing a statistical significant acceleration of the
healing process. The PRGF+AMSC group showed the best results. When evaluating the aesthetic
aspect of the wounds, those treated with AMSC had a better colour and were thinner, more
similar to a physiological scar in a short term. The results were even better as for when AMSC

were injected together with PRGF.

As for the microscopic evaluation of the wounds, it can be clearly seen that the epithelization
process was stimulated by AMSC (alone, or together with PRGF) specially during the first 5 days.
Once again even higher epithelisation rates were obtained in those wounds which were treated
with AMSC+PRGF. Every wound treated with either cells or PRGF or the combination of both
showed a statistical significant decrease on the inflammatory process compared to the control
group. The neovascularization process was more powerful on those wounds treated with AMSC
(alone o together with PRGF). The AMSC+PRGF group clearly stands out showing a significant
statistical significant increase on the new blood vessel formation process, doubling the number
of newly formed blood vessels at day 3 compaared to the rest of the groups. Finally, a higher

deposition of mature collagen fibres on wounds treated with AMSC+PRGF could also be
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progressively appreciated along the study, being significantly higher than the PRGF and the

control group.

To conclude, the best regenerative therapy to accelerate the wound healing process and to

achieve a better aesthetic aspect is the association of AMSC+PRGF.
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