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RESUMEN

La piel es el 6rgano mas extenso del cuerpo humano y constituye una barrera eficaz
contra diferentes tipos de agentes externos. Cuando hay una ruptura de la integridad de
esta barrera se produce una herida. En la actualidad hay una fuerte demanda de productos
de origen natural para el tratamiento de las lesiones cutdneas. El objetivo del presente
estudio fue probar la eficacia de dos compuestos bioestimulantes constituidos por elastina
e hidrélisis pulmdén-pepsina a diferentes concentraciones en la curacion de las heridas. Para
ello se llevé a cabo un estudio prospectivo de 14 dias de duracién utilizando ratones SKH-

1.

A los animales se les realizd exéresis cutaneas en la zona dorsal utilizando para ello
un punch de 4 mm de didmetro. Cada dia fueron aplicados los productos directamente
sobre la herida, y se realizaron valoraciones macroscépicas, ecograficas, microscépicas e

inmunohistoquimicas en los dias cero, tercero, séptimo y décimo cuarto del estudio.

A nivel macroscépico, se encuentra a lo largo de todo el estudio una mejoria
aparente en todos los grupos. Es en el grupo tratado elastina 25% donde se aprecia una
peor cicatrizacidon a los 7 dias. Las ecografias modo B del area de la lesién obtenidas son
diferentes en los distintos grupos. Un mejor resultado se observé en el grupo 4 (hidrélisis
25%). En cuanto a la ecografia doppler encontramos diferencias estadisticamente
significativas en el dia 3 del estudio entre los distintos grupos 2 (Elastina 50%) y 4 (hidrélisis
25%), no manteniéndose en los otros periodos del estudio. A nivel histoldgico, se observan
diferencias destacables en la inflamacién a los 7 dias comportandose mejor el grupo 4
(hidrélisis 25%). La presencia de infiltrado inflamatorio era mayor en las muestras del
tiempo de estudio mas corto (3 dias). La proliferacién celular esta algo mas activa en fases
intermedias. Se observd un marcaje leve en el grupo 1 (Elastina 50% 3 dias), asi como en
los grupos 2 (Elastina 50% 7 dias) y 13 (Placebo 3 dias). Destacaba el tratamiento con HP al
50%, que, en todos los tiempos de estudio, la epidermis mostraba gran actividad

proliferativa.
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Se hacen necesarios mas estudios para poder comprender el papel de los productos
del estudio en el proceso cicatricial, asi como su posible extrapolacién para su uso en

humanos.
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ABSTRACT

The skin is the largest organ of the human body and constitutes an effective barrier
against different types of external agents. When there is a break in the integrity of this
barrier, a wound is produced. Nowadays, there is a strong demand for products of natural
origin for the treatment of skin lesions. The objective of the present study was to test the
efficacy of two biostimulants compounds constituted by elastin and lung-pepsin hydrolysis
at different concentrations in the healing of wounds. For this purpose, a 14-day prospective

study was carried out using SKH-1 mice.

The animals underwent skin excision in the dorsal area using a 4 mm diameter
punch. Each day, the products were applied directly on the wound, and macroscopic,
echographic, microscopic and immunohistochemical evaluations were performed on the

days zero, third, seventh and fourteenth of the study.

At the macroscopic level, an apparent improvement in all the groups is found
throughout the study. It is in the group treated with elastin 25% where it is seen a worse
healing at 7 days. The B-mode ultrasounds obtained from the lesion area are different in
each group. A better result was observed in group 4 (hydrolysis 25%). Regarding Doppler
ultrasonography, we found statistically significant differences on day 3 of the study
between the different groups 2 (elastin 50%) and 4 (hydrolysis 25%), not remaining in the
other periods of the study. At the histological level, remarkable differences were observed
in inflammation at 7 days, with group 4 behaving better (25% hydrolysis). The presence of
inflammatory infiltrate was greater in the samples of the shorter study time (3 days). Cell
proliferation seems to be more active in intermediate phases. A slight marking was
observed in group 1 (elastin 50% 3 days), as well as in groups 2 (elastin 50% 7 days) and 13
(placebo 3 days). Highlighting the treatment with HP at 50% which in all study times the

epidermis showed great proliferative activity.

Further studies are necessary to understand the role of the study products in the

cicatricial process, as well as its possible extrapolation for its use in humans.

13
ESTUDIO DE LA EFICACIA DE BIOESTIMULANTES EN UN MODELO ANIMAL DE EXERESIS CUTANEA EN
RATON SKH1/CR INMUNOCOMPETENTE



INTRODUCCION

INTRODUCCION

14
ESTUDIO DE LA EFICACIA DE BIOESTIMULANTES EN UN MODELO ANIMAL DE EXERESIS CUTANEA EN
RATON SKH1/CR INMUNOCOMPETENTE



INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

1.1. LAPIEL
1.1.1. Concepto y funciones

La piel es el drgano mas extenso del cuerpo humano y su integridad constituye la
primera barrera defensiva del organismo contra diferentes tipos de agentes patdgenos,
mecanicos y quimicos. Es un tejido u érgano heterogéneo que presenta diferencias en sus
funciones y estructuras segun la localizacién en el cuerpo 21, La piel de los adultos ronda
los 2 m? de superficie y tiene un espesor aproximado de 2,5 mm. Constituye alrededor de

un 6% del peso total del organismo Bl

Entre sus funciones encontramos, ademas de la ya citada funcién de barrera,
funciones exocrinas (secrecion de sebo y sudor) y endocrinas (vitamina D), de homeostasis
(regulacién de la temperatura corporal, el control del intercambio hidrico con el medio
externo), inmunoldgicas y sensoriales . También se le atribuye una funcién social,
mediante la secrecion de feromonas que sirven de algin modo como medio de
comunicacion con otros individuos 3], La piel ademds posee la capacidad de reconocer,
discriminar e integrar varias sefiales localmente y responder adecuadamente a ellas con el

objetivo de mantener la homeostasis del organismo 31,

Estas funciones estan reguladas e integradas dentro de los sistemas inmune,
pigmentario, epidérmico y anejo de la piel, que a su vez estan en constante comunicacion
con los sistemas inmune, neural y endocrino sistémicos. De forma resumida se puede decir
gue, en reaccién a los cambios del entorno, la piel puede generar sefiales que provoquen

respuestas rapidas (neurales) o lentas (humorales o inmunes) a niveles locales y sistémicos

(5],

La piel presenta diferencias fisioldgicas e histolégicas en las distintas especies

animales 3!,
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. Protege al resto del organismo de agentes nocivos externos y regula la temperatura
corporal.

o En relacion con el sistema esquelético, activa la vitamina D, necesaria para la
absorcién del calcio y del fosforo que forman parte de los huesos.

. Contribuye al aporte de iones de calcio, necesarios para la contraccion muscular.

. Recibe y conduce hacia el sistema nervioso diferentes tipos de sensaciones.

o En relacion con el sistema endocrino, ayuda a convertir la vitamina D en la hormona
calcitriol, que participa en la absorcién del calcio.

) Ciertos cambios locales en la dermis contribuyen a regular el flujo de sangre.

. Participa activamente en la defensa inmunitaria, como barrera fisica y quimica y

mediante las células de Langerhans y los leucocitos presentes en la dermis.

o Guarda relacion con el aparato respiratorio porque los pelos de la nariz filtran las
particulas extrafias que pueden penetrar con el aire, y los receptores del dolor pueden alterar
el ritmo respiratorio.

. También afecta al digestivo porque la activacién de la vitamina D y su transformacién
en calcitriol hace posible la absorcion de calcio en el intestino.

. El rifidn transforma la vitamina D en calcitriol. La piel complementa la funcién
excretora de los rifiones mediante la produccién del sudor.

llustracion 1: Funciones de la piel

1.1.2. Anatomia (figura 2)
La piel es un édrgano compuesto por varias capas o estratos:
1.1.2.1. Epidermis

La epidermis conforma la parte mas externa de la piel. Es un epitelio estratificado y

no vascularizado. A su vez se subdivide en varios estratos:

- Estrato basal: es la capa mas profunda y separada de la dermis por la
capa basal o lamina basal. Estd unida mediante hemidesmosomas. Presenta
queratinocitos con propiedades de células madre mitdticamente activas My
pequefias poblaciones de células de Merkel y melanocitos (que son productores

de melanina) B,

- Estrato espinoso: es irregular, con células poliédricas que contienen

procesos (espinas) que se extienden hacia afuera y contactan con las células

vecinas mediante desmosomas [

I. Contiene entre ocho y diez capas de
gueratinocitos con poca capacidad de divisidon junto a células de Langerhans

derivadas de la médula dsea €,
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- Estrato granuloso: conformado por varias capas (entre tres y cinco)
de queratinocitos no mitdticos con forma de diamante que contienen granulos
de queratohialina (precursor de la queratina). Agregan filamentos de queratina
presentes en las células cérneas (3, Los lipidos que son liberados desde los
granulos lamelares en el estrato granuloso son lipidos probarrera que son
procesados en espacios extracelulares y posteriormente metabolizados u

organizados espontdneamente en multiples capas 71,

- Estrato lucido: solamente estd presente en piel gruesa (de palmas de
las manos y planta de los pies). Es una capa consistente en eleidina (producto

de transformacion de la queratina) .

- Estrato cérneo: es la capa mds externa, compuesta por queratina y
células muertas anucleares (células escamosas). Es la capa cuyo grosor mas varia
(sobre todo en zonas callosas) [l. Compuesta por entre quince y treinta lineas
de células no viables pero bioquimicamente activas llamadas corneocitos unidos
por corneodemosomas y rodeados por lipidos que tienen un papel muy
importante en la funcidn de barrera de la epidermis. Esta barrera protege de los
elementos fisicoquimicos del entorno asi como de invasiones microbianas
mediante un pH acido (4-5.5) o la presencia de sustancias con actividad
antimicrobiana o antivirica [>7]. Esta capa estd continuamente descamandose
de forma que elimina productos metabdlicos y liberando cada dia corneocitos
gue quiza tengan una carga microbiana o sean dafiinos para los elementos de
homeostasis locales y sistémicos. Los poros de las glandulas sudoriparas y de los
foliculos pilosos rompen esta barrera epidérmica y provee de potenciales
puntos de entrada de factores externos por un lado y sirviendo como puntos de

actividad excretora para proteger la homeostasis local por el otro 3,
Las principales caracteristicas de las células de la epidermis son:
- Queratinocitos:

o Células mas predominantes en la epidermis.
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o Originados en el estrato basal.
o Producen queratina.
o Forman la barrera hidrica de la epidermis.
- Melanocitos:
o Derivados de las células de la cresta neural.
o Productores de melanina.
o Se encuentran usualmente entre células la capa basal.

o La melanina se encuentra en el estrato basal y protege de la

radiacion ultravioleta.

o De los melanocitos parten unos largos procesos que se
extienden entre las células epidérmicas y contactando con ellas. A través
de ellos se produce el intercambio de melanina con los queratinocitos
basales, mediante un sistema que implica la fagocitosis de partes de

estos procesos por parte del queratinocito.
- Células de Langerhans:
o Células dendriticas.
o Se encuentran sobre todo en estrato espinoso

o Origen mesenquimal, derivadas de las células madre de la

médula ésea. Son parte del sistema fagocitico-mononuclear.
o Contienen granulos de Birbeck

o Expresan moléculas del complejo mayor de

histocompatibilidad I y II.
o Toma antigenos en la piel y los transporta al nédulo linfatico.
- Células de Merkel:

o Células epidérmicas modificadas en el estrato basal.
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o Funcién sensorial tactil, mas presentes en las yemas de los

dedos.

o Unidas a los queratinocitos adyacentes por desmosomas y

tienen filamentos intermedios de queratina [,

La epidermis estd separada de la dermis por una membrana basal que define la

polaridad de la renovacién y diferenciacién continua del epitelio Bl.
1.1.2.2. Dermis

Subyacentemente a la epidermis encontramos una capa de tejido conjuntivo llamada
dermis. Consiste en dos estratos de tejido conjuntivo que emergen juntos, sin una

diferenciacion clara:

- Estrato papilar: mas externa y fina, compuesta por tejido conjuntivo laxo y

contacta con la epidermis.

- Estrato reticular: mds profunda y gruesa, con menos contenido de células y

consistente en tejido conjuntivo denso o paquetes de fibras coldgenas .

La dermis esta conformada en su mayor parte por fibroblastos y fibrocitos, un tipo de
células mesenquimales que producen componentes densos de tipo fibroso o eldstico, asi
como proteoglicanos, glicoproteinas, y acido hialurénico, y la matriz extracelular Bl.
También aparecen otros tipos celulares mesenquimales, incluidas las células lipidicas, y los
sistemas y redes vasculares, neurales vy linfaticos, las glandulas excretoras y secretarias
(gldndulas sebaceas, ecrinas y apocrinas) y las estructuras queratinizantes, incluidos los

foliculos capilares y las ufias.

Estan presentes también los receptores de los nervios sensoriales de los corpusculos
de Meissner (tacto), corpusculos de Pacini (presion), corpusculos de Pilo-Ruffini
(mecanoreceptores), terminales nerviosos libres que penetran también en la epidermis y

los foliculos capilares [>781,

19
ESTUDIO DE LA EFICACIA DE BIOESTIMULANTES EN UN MODELO ANIMAL DE EXERESIS CUTANEA EN
RATON SKH1/CR INMUNOCOMPETENTE



INTRODUCCION

1.1.2.3. Hipodermis

Por ultimo y bajo la dermis encontramos una capa de tejido adiposo subcutdneo o
hipodermis, compuesta de tejido conjuntivo rico en grasa que conecta la dermis a los
componentes esqueléticos y alberga las estructuras anexas °l. Los lébulos grasos que
forman la hipodermis estdn separados por septos fibrosos transversales ricos en la
vasculatura y desempefian una funcién importante en el aislamiento, amortiguacion y
almacenamiento de energia. Ademas, los lechos vasculares profundos y superficiales
proveen de oxigeno y factores nutricionales y reguladores a la dermis e hipodermis (y por
difusidon también a la epidermis). Ademas, los factores epidérmicos y dérmicos (entre los
que se encuentran la vitamina D, citoquinas, leptina, factores de crecimiento,
neuropéptidos, hormonas y metabolitos especificos de la piel) pueden pasar a la circulacion

para ser enviados a otros centros coordinadores del cuerpo 5°:10],

tallo de pelo

poro sudoriparo
papila dérmica

capa cornea —

epitelio pigmentario ———— i EPIDERMIS

estrato germinativo
estrato espinoso
estrato basal L DERMIS

musculo erector del pelo

glandula sebacea
foliculo piloso

+ HIPODERMIS
papila del pelo

fibra nerviosa

vasos sanguineos 4
y linfaticos 74

glandula sudoripara

corpusculo de Pacini

llustracion 2:Anatomia de la piel humana. Fuente: Wikimedia Commons, USGOV (Dominio Publico)
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1.2. RUPTURA DE LA INTEGRIDAD DE LA PIEL: HERIDA.

Una herida o lesidon cutanea ocurre cuando la integridad fisica de los tejidos de la piel
es alterada por algun estimulo, que puede ser fisico, quimico, eléctrico o térmico y puede

provenir del exterior o ser interno (11,

Esta ruptura de la integridad puede alterar algunas funciones de la piel,
especialmente la de barrera, y por ello la regeneracién o reparacion de las heridas juega un
papel critico 12, Las heridas pueden también tienen el potencial de generar cicatrices 31,
Estas estdn compuestas en su mayor parte por tejido conjuntivo y carecen de varios

apéndices como glandulas sudoriparas y foliculos pilosos 141,

Las heridas de la piel pueden ser clasificadas segln su espesor como superficiales, de
espesor parcial o de espesor completo (figura 2) [**l. Seglin su duracién en el tiempo,

pueden ser agudas o crénicas 14161,

L W IX i W o Lz s
pidermis : : : : RS S SRS

Dermis =

Subcutancous fat

ok,

Normal skin Superficial wound Partial thickness wound Full thickness wound

llustracion 3: Clasificacion de las heridas segun su espesor. Fuente: Da et al. Progress in development of bioderived
materials for dermal wound healing. 2017

1.3. CICATRIZACION
1.3.1. Concepto
La reparacién o curacidn de heridas cutdneas es un proceso complejo que tiene como
objetivo la reparacion de las estructuras dafiadas y consta de varias fases que se solapan, y
en las que interactian de forma organizada diversos factores de crecimiento, citoquinas,
guimiocinas asi como varios tipos celulares. Cualquier alteracidon de estos procesos o

factores puede dar lugar a la formacién de heridas crdnicas y formacién de tejido de
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cicatrizacion anormal 1718, Este mecanismo representa una ventaja evolutiva debido a que
la curacién de heridas es un paso importante para la restauracion de las funciones de
barrera de la piel que finalizan con el cierre de la herida, ayudando asi a la supervivencia

del individuo 112,

La piel humana ha desarrollado la habilidad de repararse tras una lesién. La formacién
de tejidos cicatriciales fibréticos es una consecuencia asociada al rdpido proceso de
curacion de la piel 131, Las células responsables de la restauracidn de la epidermis son los
queratinocitos, mediante un proceso llamado reepitelizacién. La migracidn, proliferacién y
diferenciacién de fibroblastos y queratinocitos, asi como las interacciones entre estos, son

claves para una efectiva reepitelizacidn y curacién de heridas .

Las células y los eventos bioquimicos de la reparacién de heridas pueden ser divididas

en varias fases (figura 4):
- Inflamacién
- Proliferacién
- Remodelacién

Estas etapas no son excluyentes entre siy suelen solaparse en el tiempo 1. Ademéds,

a veces es considerada la coagulacién como una fase méas de la cicatrizacion 29,

La reparacion esta usualmente comprometida en individuos con presencia de
diabetes, sindrome metabdlico, fallo renal crénico y en ancianos, debido a que las
capacidades de reepitelizacién y revascularizacién radpida estdn mermadas 2. También
ciertos factores externos e internos pueden afectar la calidad y la velocidad de la curacién,

como son la inmunosupresién, el tabaquismo, uso de corticoides, y otros (111,

En estos individuos la aparicién de heridas crénicas es posible, siendo las Ulceras por
presién y las Ulceras venosas las formas mas frecuentes. Generalmente estan relacionadas

con una reserva pobre de células madre funcionales 7],

De cualquier manera, una herida nunca alcanzara la fuerza elastica maxima de una
piel no dafiada, y como mucho conseguird un 70% de esta. Pero la curacién devolvera la

mayor parte de las funciones de la piel 22231,
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llustracion 4: Etapas de la cicatrizacion de la piel. Fuente; Da et al. Progress in development of bioderived materials for
dermal wound healing. 2017

1.3.2. Fases de la cicatrizacion (figura 4)
1.3.2.1. Fase inflamatoria

Es la primera fase, que comienza después de la lesidn. Se caracteriza por reacciones
mediadas por citoquinas, quimiocinas y factores de crecimiento. Estas sustancias son
producidas por células que migran al area de la lesion. Se puede dividir en fase temprana
(1-2 dias después de la lesidn) y tardia (dias 2-3 después de la lesién). Mientras que en la
fase temprana se activa el complemento y la infiltracién de granulocitos neutréfilos, la
presencia de monocitos sanguineos que cambian a macrdfagos tisulares es tipico de la fase
tardia 129, Este Gltimo proceso es a menudo considerado como el regulador principal de la
fase inflamatoria de la curacién de heridas. Los macrofagos no solo fagocitan y digieren los
restos de tejido y los neutrdfilos remanentes, sino que también secretan factores de

crecimiento y citoquinas que promueven la proliferacién de tejidos y la migracion celular

2]

La tarea de esta fase es iniciar la reparacién de heridas % asi como eliminar los

patdgenos y el material extrafio de la herida y contener el dafio en un &rea localizada 122,

El proceso de curacion de heridas se inicia con la coagulacién y la formacion de
coagulos de fibrina, dentro de un mecanismo denominado hemostasia 7. En una
respuesta inflamatoria vascular, los vasos sanguineos lesionados se contraen y la sangre

filtrada se coagula, lo que contribuye al mantenimiento de su integridad. La coagulacién
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consiste en una agregacion de trombocitos y plaguetas en una red de fibrina, basandose
en la accién de factores especificos a través de la activacion y agregacion de estas células.
La red de fibrina, ademas de restablecer la homeostasis y formar una barrera contra la
invasién de microorganismos, organiza la matriz temporal necesaria para la migracién

celular (111,

Las plaquetas de los vasos sanguineos cutdneos dafados quedan expuestas a la
matriz extracelular debido al dafio tisular. La fibrina se une a monocitos y neutrdfilos a
través del receptor de integrina CD11b / CD18 y participa en la fase inflamatoria. La fibrina
también se une a las células endoteliales y de fibroblastos a través de la integrina avp3 24
y estimula la angiogénesis. Las plaquetas y los mastocitos liberan diversos factores, como
el factor de necrosis tumoral (TNF-) a y el factor de crecimiento derivado de las plaquetas
(PDGF), y ejercen una respuesta inflamatoria 2%, Los agentes inflamatorios locales, como
el complemento activado y la histamina, causan enrojecimiento e hinchazén. Esta matriz
es rapidamente invadida por neutréfilos, seguidos de monocitos y otras células
inmunocompetentes para eliminar los tejidos muertos y controlar la infeccidn. Las células
polimorfonucleares son las primeras células inflamatorias que llegan al sitio de una herida
cutanea en grandes cantidades entre 24-48 horas. Varios factores de crecimiento vy
citoquinas participan en el arrastre de los polimorfonucleares al lecho de la herida. Estos
polimorfonucleares son la principal fuente de citoquinas proinflamatorias, como IL-1aq, IL-
1B, IL-6 y TNF-a, y ejercen una cascada de reacciones inflamatorias y previenen la infeccion.
Los polimorfonucleares, son eliminados por los macréfagos mediante la apoptosis. Los
monocitos llegan al lecho de la herida después de los polimorfonucleares y se transforman
en macroéfagos, que son abundantes durante los dias 2 y 3, pero permanecen durante
semanas. Diferentes factores, como la proteina quimioatrayente de macréfagos (MCP) 1,
la proteina inflamatoria de macréfagos (MIP) 1a, el factor de crecimiento endotelial
vascular (VEGF), PDGF y el factor de crecimiento transformante (TGF) B, atraen monocitos
al lecho de la herida y los macrdéfagos activados secretan IL-1a, IL-18, IL-6 y TNF-a para
perpetuar las reacciones inflamatorias. Esta fase inflamatoria dura los primeros cuatro dias

en el proceso normal de curacién de heridas 7],
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1.3.2.2. Fase proliferativa
Tras aproximadamente 48 horas desde la aparicidon de la lesién, comienza la fase
proliferativa. El objetivo es disminuir el area lesionada del tejido por contraccion y
fibroplasia, asi como establecer una barrera epitelial viable para activar los queratinocitos.
Esta etapa es responsable del cierre de la lesién en si misma, e incluye procesos de
angiogénesis, fibroplasia y reepitelizacién. Esta fase puede alargarse hasta el dia 14 del

proceso cicatricial 11,

La fase proliferativa se centra alrededor de los fibroblastos y la produccién de
coldgeno y sustancia fundamental que formard la base del andamio tisular del drea previa
de la herida. Mientras tanto, las células endoteliales entran en una fase de crecimiento
rapido y formacion de nuevos vasos sanguineos dentro del tejido de granulacion, creando

una rica red vascular que abastece este area [22],

Durante la segunda fase de la cicatrizacion o fase proliferativa, los fibroblastos se
desplazan hacia el interior de la herida desde los bordes de esta, y producen
proteoglicanos, glicosaminoglicanos y coldgeno producen el tejido de granulacién. La
migracion esta activada por el factor de crecimiento de fibroblastos bdasico (bFGF) y el
factor de crecimiento transformante (TGF) producido por los macréfagos y el factor de
crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) de las plaquetas. Es también un proceso de
naturaleza quimiotdactica. En esta fase los queratinocitos y las células endoteliales también

proliferan [20,

Las células inflamatorias promueven el reclutamiento y la proliferacién de
fibroblastos, células endoteliales vasculares y queratinocitos. Aproximadamente 4 dias
después de la lesion, la matriz extracelular provisional comienza a ser reemplazada por el
tejido de granulacién 3%, Este estd compuesto de fibroblastos, coldgeno, vasos sanguineos
y macréfagos. Varias metaloproteinasas de matriz (MMP), como MMP-1, -2 y -3,
desempeiian papeles importantes en la migracidn de fibroblastos en la matriz de herida
provisional. Los fibroblastos secretan colageno, aumentan la cantidad de colageno
depositado, y mejoran la reticulacion, lo que resulta en un aumento en la resistencia

mecanica de la herida. La produccion de coldgeno comienza aproximadamente de 3 a 5
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dias después de la lesion tisular. Esta es estimulada por varios factores de crecimiento,
incluidos PDGF, TGF-B, factor de crecimiento epidérmico (EGF), factor de crecimiento
similar a la insulina (IGF) 1 y factor de crecimiento de fibroblastos (FGF) 2. Los fibroblastos
se diferencian en miofibroblastos, lo que promueve la contraccion de la herida y da como

resultado la reduccién del drea de la herida [36:37,38],

La neovascularizaciéon también se produce en concierto con la ayuda de capilares
invadidos, células endoteliales vasculares reclutadas y células progenitoras endoteliales
para soportar el tejido recién formado y para transportar las células circulatorias a la
herida. La migracidén de células endoteliales se inicia en el segundo dia y es estimulada por
VEGF, FGF, angiopoyetina y TGF-B. Numerosas MMPs juegan un papel crucial en varios
aspectos de la angiogénesis. El depdsito de tejido de granulaciéon media la reepitelizacion
en el lecho provisional de la herida. Los queratinocitos migran desde los bordes de la herida
y proliferan en la superficie del tejido de granulacién. Interacciones bidireccionales entre
gueratinocitos y fibroblastos son necesarias para el avance de la curacidn. La aparicién de
tejido de granulacién se observa entre 5 y 20 dias tras la herida. En la fase de maduracion,

la herida se reepiteliza y la dermis recupera la mayor parte de su resistencia a la traccion

[17]

1.3.2.3. Fase de remodelacion
Después de aproximadamente 2-3 semanas, la herida pasa a una fase de
remodelacién o maduracién, donde el tipo de colageno se restablece a lo habitual (tipo |,
en lugar del tipo Ill) y el tejido de la herida madura, lo que resulta en completa reticulacion
y restauracién de una estructura parecida a la normal 22, pero siendo esta menos celular
y vascular 111, La conversion del tejido de granulacidn en tejido cicatricial es lograda por la
remodelacién de la matriz extracelular 129, y tiene como objetivo principal de lograr la

maxima resistencia a la tracciéon 4. La red vascular también es reconstruida rdpidamente

[22]

Tan pronto como la superficie de la lesidn estd cubierta por una monocapa de

gueratinocitos, cesa su migracion epidérmica y se restablece una nueva epidermis
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estratificada con una ldmina basal subyacente desde los bordes de la herida hasta su

porcién interna 11,

Tras el cierre completo de la herida, la remodelacién del tejido se lleva a cabo bajo
la epidermis y puede durar un afio hasta completarse 7], o incluso extenderse méas tiempo

(111, Sin embargo, nunca se alcanzara la resistencia normal previa a la lesién 221,

27
ESTUDIO DE LA EFICACIA DE BIOESTIMULANTES EN UN MODELO ANIMAL DE EXERESIS CUTANEA EN
RATON SKH1/CR INMUNOCOMPETENTE



INTRODUCCION

llustracion 5: Esquema de las fases de la cicatrizacion y los mecanismos y factores implicados.
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1.3.3. Principales factores de crecimiento y citoquinas que
intervienen en el proceso de reparacion de las heridas.

Factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF)

Es uno de los primeros factores secretados después de una lesién vy
promueve las reacciones celulares en todas las fases del proceso de curacién de
la herida. El PDGF estimula muchos procesos metabdlicos, como la sintesis de
proteinas y colageno, y la actividad colagenasa y la quimiotaxis de los
fibroblastos y las células del musculo liso. También estimula el proceso de
angiogénesis, la contraccion de la herida, la formacion de tejido de granulacién
y la herida remodelacién 391, Este factor es producido por varios tipos celulares

y estructuras, pero la fuente méas temprana y mayor son las plaquetas 42,

Factor de crecimiento epidérmico (EGF)

Es secretado principalmente por las plaquetas, aunque otros tipos
celulares como macrdéfagos, fibroblastos y células mesenquimales también
pueden liberarlo Aparece sobre todo en fases iniciales de curacion de la herida
1391, Acelera el proceso de reepitelizacion e incrementa la fuerza elastica de la
herida (4], y tiene un papel vital en la proliferacion, diferenciacién, crecimiento
y migracién de células epiteliales y de queratinocitos. Promueve también la
angiogénesis 3%, Se ha informado que el EGF es eficaz para inducir la
epitelizacion de quemaduras de espesor parcial y heridas de granulacién y
estudios muestran la mejora de la cicatrizacién de heridas 4y la reduccién de

cicatrices cutaneas en heridas de espesor total en ratones I,

Factor de crecimiento de insulina (IGF)

El IGF participa activamente principalmente en la fase inflamatoria y
proliferativa de cicatrizacidén de la herida. Es secretada por los fibroblastos, que

liberan principalmente IGF-1 que ejerce un efecto autocrino sobre ellos mismos

39],
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Se han observado concentraciones bajas de IGF en heridas crénicas
diabéticas. Sin embargo, el uso de este factor de crecimiento podria ayudar a la

regeneracion de las heridas en individuos no diabéticos (4.

Factor de crecimiento fibroblastico (FGF)

Contribuye a la reepitelizacidn, la angiogénesis y la formacion de tejido
de granulacién 39, Dentro de esta familia de factores de crecimiento podemos
numerosos factores estructuralmente relacionados, siendo los mas importantes
el FGF-2, FGF-7, y el FGF-10 #71, El FGF estimula la proliferacién de fibroblastos,
la acumulacién de colageno y acelera la formacion de tejido de granulacién. En
modelos animales han observado resultados positivos en el manejo de heridas

en individuos diabéticos asi como para el tratamiento de la cicatriz hipertréfica

(391,

Factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF)

Esta familia de factores de crecimiento regula los procesos de
vasculogénesis fisioldgica y patoldgica, la angiogénesis, la linfangiogénesis y
permeabilidad vascular B3°. Es generado por varios tipos de células que

participan en

La curacidn de heridas: células endoteliales, fibroblastos, células de
musculo liso, plaquetas, neutrdfilos, y macréfagos [#8. El uso de VEGF en
estudios experimentales y clinicos presenta resultados exitosos, acelerando la
reparacion de heridas al aumentar la epitelizacién, angiogénesis y formacion de

tejido de granulacién, tanto en modelos animales como en pacientes humanos

(391

Factor de Crecimiento Transformante-B (TGFB)

Presenta tres isoformas diferentes: TGFB1, -B2, -B3, que se solapan pero
llevan a cabo diferentes funciones en el proceso de curacién de heridas. La
isoforma TGFB1 esta presente en una concentracién mas alta durante el proceso

de curacién de la herida. El TGFB3 esta relacionado con la angiogénesis y TGFB1
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y B2 se asocian con cicatrizacion y fibrosis, promueven la diferenciacion de
fibroblastos y miofibroblastos, la deposicion de la matriz extracelular, la
contraccion de la herida y la formacidn de cicatrices. El TGFB ejerce un efecto
quimiotactico para los macréfagos, induce la producciéon de colageno vy
fibronectina e inhibe la actividad metaloproteinasa. El TGFB3 reduce también la
deposicion de coldgeno durante las fases proliferativa y de remodelacién,

evitando asi la formacidn de cicatrices 39,

Factor de crecimiento de hepatocitos (HGF)

Este factor de crecimiento es secretado por células mesenquimales. Estd
relacionado con la reparacidn epitelial, la formacion de tejido de granulaciény la
neovascularizacién, mediante la regulacion de los procesos de crecimiento
celular y la motilidad y morfogénesis en células tales como las células epiteliales

y endoteliales 491,

Factor de crecimiento de queratinocitos (KGF)

Induce la proliferacidon y migracién de queratinocitos durante el proceso

de curacién de heridas, principalmente en la fase de remodelacion 39,

Factor estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos (GM-CSF)

Es una citoquina altamente pleiotropica con muchos efectos sobre
granulocitos / macréfagos, incluyendo quimiotaxis y adhesién celular, también
regulando la produccién de citoquinas proinflamatorias. Mejora la cicatrizacién
de heridas promoviendo la reepitelizacién, el reclutamiento de leucocitos,
aumento de la angiogénesis y regulacién positiva de mediadores

proinflamatorios [0,

Citoquinas proinflamatorias

Algunas citocinas proinflamatorias como la interleucina-1 (IL-1), la
interleucina-6 (IL-6), y TNF-a se regulan al alza durante la fase inflamatoria de la
curacion de heridas. IL1B e IL-6 tienen efectos mitogénicos y proliferativos sobre

los queratinocitos y contribuyen al proceso de curacion de heridas 1,
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El TNF-a por otra parte, puede ejercer varias funciones dependiendo de
la concentracion y la duracidon de la exposicidn a esta citoquina. Niveles bajos
de TNF-a pueden promover la curacidn de heridas estimulando indirectamente
lainflamacién y potenciando la secrecion de factores de crecimiento producidos
por macréfagos. Sin embargo, TNF-a tiene un efecto perjudicial sobre la
curaciéon cuando esta presente a mayores niveles y periodos de tiempo

prolongados P2,

Quimioquinas

Constituyen una familia de citoquinas quimioatrayentes que reclutan
selectivamente monocitos, neutréfilos y linfocitos, que inducen la quimiotaxis

a través de la unién a receptores acoplados a proteina G (GPCR).

Las quimiocinas podrian actuar como mediadores proinflamatorios
secundarios siendo inducidos por mediadores proinflamatorios primarios como
IL-1 y / o TNF-a. Mediante el reclutamiento de leucocitos, la actividad de la
guimioquina conduce a la activacién de los mecanismos de defensa del huésped

y estimula los primeros eventos de curacidn de heridas >3,

Las quimiocinas también se agrupan en dos subfamilias funcionales
principales: inflamatorias y quimiocinas homeostaticas. Las primeras controlan
el reclutamiento de leucocitos en la inflamacién y lesion tisular, mientras que
las segundas cumplen funciones de proteccidon mediante el reclutamiento de

leucocitos hacia y a través de los érganos linfoides secundarios 4.

1.3.4. Manejo de las heridas cutaneas.

Las heridas cutaneas pueden cicatrizar por primera intencion (consiguiendo una

aproximacion maxima de los bordes de la herida) o segunda intencién (dejando la herida

abierta). El cierre de heridas cutdneas tiene como objetivo evitar infecciones, conseguir

una buena hemostasia y obtener un mejor aspecto estético de la cicatriz. En algunos casos,

el cierre de la herida por primera intencidn es esencial para conseguir esos objetivos. Para

ello puede hacerse uso de diferentes tipos de materiales, como son las suturas, grapas o

adhesivos epiteliales 1261,

32

ESTUDIO DE LA EFICACIA DE BIOESTIMULANTES EN UN MODELO ANIMAL DE EXERESIS CUTANEA EN

RATON SKH1/CR INMUNOCOMPETENTE



INTRODUCCION

1.3.5. Tratamientos actuales para la curacion de heridas.
1.3.5.1. Agentes antimicrobianos
Existen numerosos enfoques para el tratamiento de las infecciones de las
heridas. Algunos compuestos que contienen plata o yodo en su composicién han sido
descritos como antimicrobianos, aunque en la actualidad su uso esta en entredicho

pese a que todavia son utilizados [22].

El uso de féormulas que contienen antibioticos para aplicarse en las zonas con
heridas sigue siendo popular en la actualidad, pese a que la evidencia cientifica actual
parece demostrar que el uso de antibidticos topicos solo produce mejorias en la
cicatrizacion de heridas infectadas y no se observan beneficios si se utilizan sobre
heridas no infectadas [27]. Ademas, parece que no solo no produce beneficios, sino que
puede llegar a provocar resistencias bacterianas, asi como producir reacciones
alérgicas en el paciente [28]. Algunos estudios sin embargo destacan los beneficios del

uso de estas sustancias en heridas en nifios [29],

1.3.5.2. Apositos
Se han desarrollado muchos tipos de apdsito para tratar de proteger tanto la herida

de la infeccién como también ayudar a promover el proceso de cicatrizacién de la herida.

Los apdsitos convencionales de gasa seca pueden ser perjudiciales para la
cicatrizacidn exitosa de la herida e incluso pueden ser causa de mas lesiones cuando son
retirados 22, Un vendaje oclusivo himedo ayuda a soportar la fase inflamatoria creando
un entorno con baja tensidn de oxigeno (activando factores tales como el factor 1 inducible
por hipoxia) y también aumenta la tasa de reepitelizacion 3%, Ademds, una cantidad
limitada de exudado retenido en la herida permite el desbridamiento autolitico, que sirve

para promover aun mas la cicatrizacion exitosa de la herida.

Los vendajes poco adherentes y las peliculas semipermeables representan los tipos
basicos de apésitos para heridas de uso comun, que tienen el objetivo de restringir la
penetracién de liquidos y microbios, pero permitiendo el paso de aire y vapor de agua. Los
hidrocoloides e hidrogeles aprovechan un material hidréfilo que absorbe una cierta
cantidad de exudado, pero mantiene un ambiente hiimedo [22],
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También se encuentran en el mercado apdsitos de alginato, fibras no tejidas
derivadas de algas marinas. Se utilizan para heridas altamente exudativas debido a su
capacidad para absorber grandes cantidades de liquido!3ll. De forma similar, las espumas
tienen cierta capacidad de absorcidon y se pueden usar en heridas moderadamente
exudativas, especialmente utiles porque minimizan el trauma durante los cambios de

aposito.

Por ultimo, los productos de colageno se han utilizado en heridas recalcitrantes y
Ulceras croénicas. Si bien este colageno no pretende ser un reemplazo directo de la nueva
produccién de coldgeno en el tejido lesionado (ya que puede derivarse de multiples
fuentes, incluido el coldgeno bovino y porcino), se cree que ayuda a facilitar un entorno
que atraiga tipos celulares criticos para la curacidn de la herida mientras se erradican los

efectores negativos tales como radicales libres y proteasas 122,

Recientemente se han desarrollado algunos apdsitos que contienen sustancias
microbianas. Estos materiales combinan vendajes de heridas tradicionales como espumas
o hidrogeles con compuestos antimicrobianos como plata, betaina, quitina o
polihexametileno biguanida. Pese a que su uso no estd recomendado para todos los tipos
de heridas, si que parecen ser Utiles en el tratamiento de Ulceras por presidn crénicas o

Ulceras venosas 132,
1.3.5.3. Injertos y sustitutos de la piel.

La piel es el primer tejido que se obtuvo con éxito en el laboratorio para su
aplicacion clinica. Se siguieron dos lineas para la obtencidn de piel mediante bioingenieria:
una basada en la matriz, donde se utilizé la matriz biodegradable, y otra basada en células,
donde se usaron las células para la aplicacidn. Existen construcciones cutdneas de
bioingenieria, que actualmente estdn disponibles y estdn aprobadas para la practica clinica.
Sin embargo, no estan exentas de problemas: el coste, el tiempo necesario para la
fabricacion, asi como la posibilidad de rechazo del injerto se postulan como los principales

problemas a la hora de generalizar el uso de injertos cutaneos 7],

Al margen de los injertos de piel, que han sido utilizados durante mucho tiempo, los

avances en este campo han permitido el desarrollo de nuevos sustitutos de la piel. Estos
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materiales generalmente consisten en una sustancia derivada biolégicamente combinada
con un material para permitir su colocacion en una herida. Por regla general, estos apdsitos
son bastante costosos, lo que no permite un uso a gran escala. Sin embargo, se han
realizado varios estudios para evaluar la relacion costo-efectividad y muchos de ellos han
mostrado una ventaja con el uso de estos costosos sustitutos ya que pueden reducir el

tiempo de estancia hospitalario (221,
1.3.5.4. Factores de crecimiento y citoquinas.

Los efectos terapéuticos de diversos factores de crecimiento y citoquinas se
probaron en el tratamiento clinico de las heridas crénicas. Los mas estudiados han sido el
PDGF, VEGF, bFGF, y el factor estimulante de colonias de granulocitos-macréfagos (GM-
CSF). PDGF-BB fue el mas popular y aprobado por la Administracion de Alimentos vy
Medicamentos (FDA) para el tratamiento de las uUlceras neuropaticas diabéticas del pie,
anunciando mas tarde sin embargo la misma FDA el riesgo de malignidad asociado con este
producto, por lo que la investigacidn continuda [*”). De cualquier forma, pese a que el empleo
de estos factores ha demostrado su eficacia en varios modelos de cicatrizacion usados en
diferentes estudios 33, el costo de estos factores también supone un impedimento que

ralentiza su investigacion y expansién 2237,
1.3.5.5. Terapia por presion negativa.

Esta terapia comenzd a usarse en Estados Unidos en 1997. Como ventajas presenta
el mantenimiento de un ambiente humedo, optimizaciéon del flujo sanguineo, eliminacion
de exudados y aplicacién de presidon para promover el cierre de la herida. Ademas,
numerosos estudios han demostrado tasas reducidas de infeccidn en estas heridas 31,

sobre todo en casos de pie diabético 0411,

Estos dispositivos constan de un apdsito de espuma (que requiere cambios, hasta
cada dos dias) y un tubo de evacuacién. Pueden ser unidades domésticas portatiles simples
hasta maquinas mas complejas disefiadas para entornos de cuidados intensivos, como
unidades de quemados. La terapia a presion negativa puede reducir el volumen de la

herida, lo que simplifica la posterior reparacién quirurgica de esta 22,
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1.3.5.6. Plasma rico en plaquetas.

El plasma rico en plaquetas es una tecnologia terapéutica endégena que estd
ganando popularidad en la medicina regenerativa debido a su potencial para estimular y
acelerar la cicatrizacion del tejido. Es un producto bioldgico autélogo derivado de la sangre,
que tras un proceso de centrifugacidn de esta, se obtiene una fraccion plasmatica con una
concentracion de plaquetas superior a la de la sangre circulante. Las plaquetas
desempeiian un papel crucial en el proceso de curacidon de heridas gracias a su funcion

hemostatica y a la presencia de citoquinas y factores de crecimiento 391,

Hoy en dia se utiliza en multitud de campos de la medicina, siendo una de las
ventajas principales de estas preparaciones el hecho de que se obtienen facilmente de la
sangre del paciente después de un simple proceso de centrifugacion, por lo tanto, es un

producto seguro, sencillo y rentable 159601,
1.3.5.7. Oxigeno hiperbarico.

El oxigeno hiperbarico se ha utilizado en la curacion de heridas sobre la base del
principio de que puede promover la proliferacién de fibroblastos, mejorar la funcidn
inmune y estimular la angiogénesis 17221, Sin embargo, hay muy poca evidencia que avale
los beneficios de su uso como terapia para la curacidn de las heridas, lo que ha llevado a

cierto grado de controversia en su utilizacién B>,

Es importante destacar que esta terapia se aplica al paciente en una camara de
oxigeno hiperbarico ya que la administracion localizada de oxigeno no ha demostrado ser
efectiva. Esto puede conducir también a la aparicion de ciertos efectos secundarios
indeseados como miopia, y efectos de toxicidad del oxigeno en el cerebro que provoca
convulsiones y neumotdrax . Su uso se limita pues, a ciertos tipos concretos de Ulceras

crénicas en diabéticos que presentan hipoxia %1,
1.3.5.8. Terapia fotodinamica.

La terapia fotodinamica ha demostrado su efectividad en el tratamiento de heridas,
contribuyendo de varias maneras al proceso de curacion de la herida. Los mecanismos que

intervienen son: estimulacién de la muerte celular; reduccion o aumento de la inflamacién;
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estimulacion de la proliferacién de fibroblastos y, en consecuencia, del colageno y la
elastina; aumento del factor de crecimiento transformante beta y metaloproteinasas. En
base a esto, la terapia fotodinamica proporciona buenos resultados en el proceso de

curacion de heridas 571,

1.3.6. Principales sustancias empleadas en la curacion de heridas.

1.3.6.1. Sustancias naturales
1.3.6.1.1. Aloevera

El Aloe vera es una planta tropical que ha sido utilizada durante siglos con fines
terapéuticos. El gel extraido del parénquima de la hoja contiene una amplia gama de
componentes naturales que poseen importantes actividades antiinflamatorias,
antioxidantes, antifingicas y angiogénicas. También ha sido comprobada su capacidad para

mejorar la curacion de Ulceras gdstricas, Ulceras infectadas, y Ulceras aftosas recurrentes

(58],

Dado que la manosa-6-fosfato es el principal azucar en el gel de Aloe, se ha
estudiado la posibilidad de que sea una sustancia activadora del crecimiento. La aplicacion
de la manosa-6-fosfato aislada parece promover una mejor cicatrizacién en ratones.
Ademas, también podria poseer cierta capacidad antiinflamatoria. De cualquier modo, se
hacen necesarias mas investigaciones para esclarecer el potencial efecto de este azucar en

la curacidn de heridas 59!,

El mecanismo de actuacién del gel de Aloe vera parece estar explicado por una
mayor infiltracién de células inflamatorias, proliferacidn de fibroblastos, deposiciéon de
colageno, angiogénesis y niveles de expresién de TGF-B-1 y bFGF. Ademas, el proceso de
contraccidn de la herida también parece ser acelerado al aplicar Aloe vera (9. El gel de Aloe
tiene una fuerte actividad inmunomoduladora en la que regula negativamente la
produccién de citoquina inflamatoria inducida por lipopolisacaridos y la expresion de
inflamasoma NLRP3 (NACHT, LRR y PYD) en macréfagos humanos. También podria inhibir
el proceso inflamatorio que sigue a la lesidon por quemaduras, reduciendo la adhesion de

leucocitos 61, Estd ampliamente documentado que la administracién de Aloe vera da lugar
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a un marcado aumento en la actividad fagocitica y proliferativa del sistema
reticuloendotelial (2], En adicidn, inhibe directamente la ruta de la ciclooxigenasa y reduce
la produccion de prostaglandina de E2, que juega un papel importante en la inflamacidn.
El aloe también contiene antraquinonas y cromona en el gel interno, que posee fuertes
efectos antiinflamatorios 1), Ademds, tiene efecto potencial para aumentar la proporcion
de linfocitos CD4 + / CD8 +, lo cual influye en el mecanismo de la curacién de heridas
disminuyendo el porcentaje del area de la herida, infiltracion de neutrdéfilos y angiogénesis
y, sin embargo, aumentando el espesor epidérmico y los fibroblastos en el tejido de la

herida (62,

La eficacia de esta planta ha sido estudiada para numerosos usos terapéuticos,
entre los que destacan la curacién de quemaduras, prevencion del cancer, antidiabético,
hepatoprotector, antioxidante, para mejorar la absorcidn intestinal de otros compuestos,
regulador estrogénico, antimicrobiano y antiviral ¥1, y como apoyo en el tratamiento de la

estomatitis aftosa recurrente menor 63,
1.3.6.1.2. Quitosano

El quitosano es un polimero catidénico natural no téxico, biocompatible y
biodegradable conocido por su baja inmunogenicidad y sus efectos antimicrobianos, y

antioxidantes, asi como su actividad en la curacidn de heridas ¢4,

Se ha utilizado solo o en combinacién con otros biopolimeros, productos
bioceramicos o factores de crecimiento para mejorar la regeneracion de los tejidos
conectivos blandos y duros. Las diferentes formas de presentacion incluyen hidrogeles,

esponjas, peliculas y membranas de nanofibras (6%,

La actividad antimicrobiana del quitosano depende de una serie de factores, que
incluyen su peso molecular, grado de desacetilacién, grado de sustitucion, forma fisica, asi

como propiedades estructurales de la pared celular del microorganismo objetivo.

El quitosano tiene una amplia gama de aplicaciones en el campo de la industria

farmacéutica, biomédica, quimica, cosmética, textil y alimentaria [,
1.3.6.1.3. Calendula officianalis
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Calendula officinalis ha sido empleada tradicionalmente para el tratamiento de
trastornos dermatoldgicos, y posee una serie de acciones farmacolégicas que conducen a
la curacion de heridas [¢71, Se le atribuyen multiples propiedades, entre las que destacan la

capacidad analgésica, antiséptica y cicatrizante por su efecto colagenogénico (8],

Sin embargo, hay ciertas discrepancias en cuanto a su potencial uso en la curacion
de heridas. Mientras que algunos autores defienden que hay poca evidencia de su efecto
beneficioso 7], otros han demostrado sus efectos positivos para el manejo de diferentes
patologias, sobre todo a nivel oral, disminuyendo la reabsorcion dsea en casos de
periodontitis o tras extracciones dentales [®% 6 701 También se le atribuyen propiedades

beneficiosas en el tratamiento de la vaginosis bacteriana "1,
1.3.6.2. Farmacos
1.3.6.2.1. Nanoparticulas de plata

Las nanoparticulas de plata (AgNP) de 100 nm de dimensidn o menos tienen
propiedades fisicas, quimicas y biolégicas Unicas. Los AgNP se consideran uno de los
nanomateriales mas prometedores, con un eficaz efecto antimicrobiano contra un amplio
espectro de bacteriano, ademas de antiinflamatorio, antifingico, y efectos antivirales >8],
Muchos investigadores demostraron el uso efectivo de AgNP como tratamiento para

quemaduras, Ulceras crénicas, necrdlisis epidérmica toxica y pénfigo 72,

Los AgNPs ejercen su efecto curativo al disminuir la cantidad de bacterias y hongos
en el sitio de la herida. Ello se consigue a través de la disrupcién de la membrana celular
gue causa la muerte celular y la capacidad de bloquear las vias respiratorias enzimaticas,
alterar el ADN microbiano e inhibir el proceso normal de formacién fungica. Ademas, los
AgNP mejoran el proceso de reepitelizacion, que se puede atribuir a la capacidad de regular
negativamente la respuesta inflamatoria, disminuir el nivel de citoquinas vy
metaloproteinasas de matriz, asi como inducir la apoptosis de células inflamatorias, lo que

conduce a una cicatrizacién mas temprana [5873.7475],

El empleo de estos compuestos parece ser eficaz en el tratamiento de casos de
Ulceras venosas de las piernas 73 y de quemaduras 771,
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1.3.6.2.2. Acido hialurénico

El dacido hialurénico es un polisacarido que pertenece a la familia de
glicosaminoglicanos. Consta de una unidad basica de dos azlcares, dcido glucurdénico y N-
acetil-glucosamina. Generalmente se ecuentra como una masa molecular alta en el liquido

sinovial que rodea las articulaciones, el cartilago y los tejidos del ojo y piel 78],

Numerosas investigaciones evidencian las implicaciones biomédicas de esta
sustancia en los procesos reparadores de la piel, el prondéstico del cancer, la cicatrizacion

de heridas, la regeneracion tisular, inflamacién e inmunomodulacién 71,

El mecanismo de accién que podria explicar su capacidad analgésica es la capacidad
que tiene el acido hialurénico de modular la excitabilidad de los nociceptores articulares.
Siguiendo esta misma linea, algunos autores sugieren que las inyecciones de este
compuesto tienen capacidad para reducir la sensibilidad de los canales idnicos de las
terminales nerviosas nociceptivas a los diferentes estimulos mecanicos. Los autores
defendiam que este efecto podria explicarse, en parte, a la capacidad del acido hialurénico
para atenuarla sintesis de prostangandina E y bradicinina. Ademas, tiene un efecto sobre
la sustancia P, molécula involucrada en los mecanismos de produccion del dolor,

mostrando inhibir la permeabilidad vascular inducida por esta sustancia.

Por otro lado, el dacido hialurénico parece tener efectos en la sintesis de
proteoglicanos. Diferentes estudios han demostrado que el AH inhibe la degradacién y

estimula la sintesis de prostanglandinas del cartilago [,

Se utiliza comlinmente como un agente terapéutico en una amplia gama de
aplicaciones, incluida la osteoartritis, cirugia oftdlmica, aplicacién cosmética e ingenieria
de tejidos. Se puede inyectar por via intradérmica o puede ser usado tépicamente. Los
extractos de acido hialurénico son productos seguros y eficaces para ser utilizados en la

reparacion de la piel 78],

1.3.6.2.3. Fenitoina
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La fenitoina oral se introdujo por primera vez como un medicamento anticonvulsivo
en 1937. Numerosos autores han mostrado interés en cdmo la fenitoina tdpica se podria

utilizar para promover la curacién de heridas en una variedad de heridas crénicas &1,

Uno de los efectos secundarios que afectan a una gran parte de los pacientes
tratados es el sobrecrecimiento gingival. Seguramente podria haber una correlacidn entre

este efecto estimulante y el efecto de la sustancia en la curacién de heridas 82,

Pese a que algunos estudios muestran posibles usos terapéuticos de la fenitoina en
la curacién de heridas, especialmente en casos de Ulceras por presion, se hacen necesarias

mas investigaciones al respecto para respaldar su uso 8283,

1.4. ELASTINA

La elastina es una proteina del tejido conjuntivo que provee de elasticidad e
integridad estructural a los tejidos. Es parte integral de la matriz extracelular de numerosos
tejidos de los vertebrados, como los vasos sanguineos, los pulmones y la piel 84, Tiene una
estructura muy entrecruzada y una estructura secundaria en espiral beta. Es una de las
proteinas mas estables en el cuerpo, que puede ser estirada y relajada mas de mil millones

de veces y permanecer extremadamente insoluble [,

La elastina es una de las proteinas humanas mas duraderas, sin embargo, la sintesis
efectiva de fibra eldstica en los tejidos, incluida la dermis, cesa en las primeras fases de la
infancia, tras lo cual la regeneracién de fibras eldsticas en heridas de espesor completo se

ve fuertemente comprometida 84,

Aunque los fibroblastos dérmicos son capaces de secretar elastina, su sintesis es
reprimida en la piel y en muchos tejidos adultos mediante mecanismos

postranscripcionales (86871,

La elastina se compone principalmente de una proteina llamada tropoelastina, que
se une con la ayuda de un conjunto de proteinas de fibra elastica. La formacion de elastina
se produce en un proceso que consta de varias etapas que implican la asociacién de la

tropoelastina, una deposicion molecular masiva y reticulacion. Las proteinas microfibrilares
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como miembros de las familias de fibrilina y fibrilina son necesarias para la organizacion de

fibras eldsticas in vivo (84,

La anteriormente citada durabilidad e insolubilidad de la elastina, obstaculizé los
primeros intentos de construir biomateriales versatiles. Posteriormente, el campo ha
progresado mediante el uso adaptado de elastina solubilizada, péptidos basados en
elastina y la disponibilidad creciente de formas recombinantes del precursor de elastina
soluble natural, la tropoelastina. Esto permite la fabricacién de una gama sofisticada de
compuestos que se benefician de las propiedades fisicas de la elastina %% peliculas y

revestimientos, particulas y esferas, y biomateriales compuestos de elastina (&1,
1.5. MODELO DE CICATRIZACION EXCISIONAL EN RATONES

El objetivo de los modelos de curacion de heridas animales es replicar la fisiologia
humana y predecir los resultados terapéuticos. Pese a la amplia investigacién realizada en
este campo, todavia no existe un modelo de curacién de heridas en roedores que sea muy
similar a la cicatrizacién de heridas humanas y ningin modelo animal predice
completamente todos los resultados clinicos. Los roedores son candidatos atractivos para
los estudios de curacién de heridas debido a su disponibilidad, bajo costo y facilidad de

manejo.

Sin embargo, los modelos de roedores han sido criticados porque el principal
mecanismo de cierre de la herida es la contracciéon, mientras que en los humanos la
reepitelizaciéon y la granulacién son los principales mecanismos implicados en la formacién
del tejido. Las diferencias entre la reparacion de la piel de los roedores y la piel humana,
como la contracciéon promovida por el paniculo carnoso y el papel de los nichos especificos
de las células madre de la piel, hacen que sea dificil cerrar la brecha entre los estudios
preclinicos y clinicos %492 E| modelo excisional ferulizado de cicatrizacién en ratones
evita algunos de estos inconvenientes, al incorporar un aro alrededor de la herida que
mantiene los bordes tensos y evita la contraccion, consiguiéndose un tipo de cicatrizacion

mas parecida a la humana 029394,
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El uso de ratones sin pelo para el estudio de la curacién de heridas cutaneas es
frecuente. Debido a que los ratones son lampifios, no se requiere depilacidon antes del inicio

de la cicatrizacidn de la herida, lo que supone una evidente ventaja [°°l.
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2. HIPOTESIS

La hipdtesis que se manejé para la realizacidn del estudio fue que dada la funcién
de la elastina se pensd que la aplicacién por via tépica de diferentes soluciones que
contienen elastina e hidrélisis pulmén-pepsina podria afectar positivamente al proceso de

curacion de heridas, reduciendo el tiempo necesario para la completa curacidn de estas.

3. 0BJETIVOS

3.1. Objetivo general

Investigar la eficacia de distintos principios activos, constituidos por elastina,
hidrélisis pulmén-pepsina, y placebo, mediante la aplicacién por via tépica y utilizando para

ello un modelo de cicatrizacion en raton.
3.2. Objetivos especificos

e Describir las caracteristicas macroscopicas de las heridas de cada uno de los grupos

y comprobar los cambios.
e Determinar las diferencias en el proceso de cicatrizacién a nivel microscdpico.

e Establecer registros ecograficos en las diferentes etapas del proceso cicatricial y

valorar los factores influyentes.

e Analizar inmunohistoquimicamente las muestras de tejidos en diferentes puntos

cronolégicos del estudio.
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4.MATERIAL Y METODOS

4.1. Modelo Animal

Para la realizacion del estudio se utilizaron 75 ratones hembra tipo SOPF SKH1/CRL
g de 4 semanas de edad y con un peso medio de 24 gramos, estableciéndose 5 grupos de

15 animales cada uno.

Este tipo de ratdn es un modelo eutimico y sin pelo. La decisién de decantarse por
el modelo de ratén SKH-1 fue debida a las ventajas que esto presentaba frente a otros
modelos. La ausencia de pelo en la piel de estos animales evita realizar rasurados

periodicos.

Los animales fueron mantenidos en jaulas de metacrilato color transparente
(tintado de amarillo) de 40x30 cm, con cubierta metalica de rejas y con espacio para
alimento y agua. Estas se ubicaron en una sala con foto-periodo-luz-oscuridad de 12-12
horas. La temperatura media a la que estuvieron expuestos los animales fue de 222 C, con
una humedad relativa de 40-70%. El aporte de comida y bebida fue "ad libitum”. Los
animales fueron manipulados segun las normas de la Unién Europea sobre la proteccion
de animales utilizados en experimentacion Directiva 2010/ 63/ UE, asi como el Real Decreto
53/2013 del 1 de febrero de 2013, Espafia. Asimismo, el Comité de Bioética de la
Universidad de Murcia aprobd todos los experimentos (No 413170104). Los animales se
alojaron aleatoriamente en jaulas debidamente identificadas segin una codificacién

alfanumérica simple tal como se detalla en la siguiente tabla:

1 Hembras Cada 24h 15
2 Hembras Cada 24h 15
3 Hembras Cada 24h 15
4 Hembras Cada 24h 15
5 Hembras Cada 24h 15

llustracion 6: Distribucion de los animales para el estudio
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llustracion 7: Los animales estuvieron expuestos a un ciclo foto-periodo-luz-oscuridad de 12-12 horas, con una
temperatura media de 222 Cy una humedad relativa de 40-70%.

4.2. Protocolo experimental.
4.2.1. Aclimatacion, aleatorizacion e identificacion.

Los animales fueron aclimatados al nuevo ambiente durante una semana. Tras ello,
el dia anterior al inicio del experimento (dia 0), se procedi6 a aleatorizar, pesar e identificar
los animales, estableciendo asi los grupos a estudio segln el principio activo que se

aplicaria a las lesiones:
- Grupo 1: elastina 50.
- Grupo 2: elastina 25.
- Grupo 3: hidrélisis pulmdn-pepsina 50.
- Grupo 4: hidrélisis pulmon pepsina 25.

- Grupo 5: placebo
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Cada grupo estuvo conformado por 15 ratones. Para el registro y diferenciacién de
los animales, se utilizaron muescas en las orejas, realizadas por medio de un sacabocados

especialmente disefiado para ello, siguiendo un cédigo numérico predeterminado.

Este sistema es de facil lectura y permite una perfecta identificacion de los animales.
Ademas, ejecutado correctamente, no requiere de la sedacién de los animales ya que es

poco traumatico.

llustracion 8: Cédigo numérico para la identificacion de los ratones mediante la realizacion de muescas en las orejas

4.2.2. Realizacion de las lesiones.

Se procedio a realizar una anestesia al animal con ketamina al 50% (Anaestamine
100 mg/ml, Fatro Ibérica S.L.) y xilacina 50% (Nerfasin 20 mg/ml, Fatro Ibérica S.L.) con
analgesia subcutdnea y local para realizacidn de exéresis. A continuacién, fueron realizadas
2 exéresis cutaneas a ambos lados de la region dorsal del recorrido vertebral a nivel
postescapular, utilizando para ello un punch de 4 mm (Laboratorios Stiefel). Se marcaron

dos heridas sobre la piel del animal para definir el perimetro de las exéresis a realizar. Con
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la ayuda de un bisturi se extirparon los colgajos de piel (epidermis y dermis) hasta llegar al

espacio subcutdneo, respetando la musculatura dorsal. No se realizé sutura.
4.2.3. Obtencion de registros preliminares.

Antes de la aplicacién del producto, se procedid a la obtencion de los registros
iniciales de las heridas inducidas: fotografias y registro del perimetro de las lesiones. Tras
esto, se procedié a la aplicacidon via tdpica de los tratamientos segun la randomizacidn
definida (las dos heridas siempre corresponderdn al mismo producto). Para finalizar, cada
animal fue distribuido a su jaula de recuperacién. A partir del dia siguiente a la induccién
quirargica del modelo y aplicacidn inicial de los tratamientos se evalud la evolucion del
proceso de cicatrizacién aplicando por via tépica los compuestos a estudio durante un

periodo de 15 dias.
4.2.4. Tratamiento.

Los tratamientos aplicados fueron la elastina hidrolizada e hidrdlisis de
pulmén/pepsina. Tanto la elastina hidrolizada como la hidrdlisis de pulmén /pepsina se
prepararon al 0,5% y 0,25w/w en goma ardabiga y glicerina vegetal. El placebo se preparé

utilizando ambos vehiculos y agua.
4.2.5. Estudio clinico.
4.2.5.1. Resumen de los procedimientos

v' Anestesia intraperitoneal mediante ketamina-xilacina junto con analgesia
subcutanea vy local para realizacion de exéresis cutanea (dos excisiones mediante
punch en la zona del dorso)

v’ Aplicacién del producto a estudio mediante un hisopo estéril, de forma tdpica.

v Realizacion de ecografia cutdnea previa anestesia inhalatoria.

v Analgesia preoperatoria y post quirtrgica mediante administracién de buprenorfina
0.1-0,05 mg/kg ip (Bupredine 0,3 mg/ml, Fatro Ibérica S.L.), previa al inicio de la
cirugia y durante las proximas 24-48 horas cada 12 horas.

v’ Sacrificio mediante liberacién progresiva de CO2 para la toma de muestras.
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Numero TOTAL DE ANIMALES (n=75)

ALEATORIZACION

2 heridas punch 4mm

n= 150 muestras
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DIA3

e  Control clinico

e Control peso

e Registro fotografico

e Ecografia modo B,
doppler

DIA 7

e Control clinico

e Control peso

e  Registro fotografico.

e Ecografia modo B, doppler

DIA 14

e  Control clinico
e Control peso
e  Registro fotografico.

GRUPO1 ELASTINA 50 (n=5)

GRUPO1 ELASTINA 50 (n=5)

GRUPO1 ELASTINA 50 (n=5)

GRUPO 2 ELASTINA 25 (n=5)

GRUPO 2 ELASTINA 25 (n=5)

GRUPO 2 ELASTINA 25 (n=5)

GRUPO3 HIDROLISIS P 50(n=5)

GRUPO3 HIDROLISIS P 50(n=5)

GRUPO3 HIDROLISIS P 50(n=5)

GRUPO 4 HIDROLISIS P 25(n=5)

GRUPO 4 HIDROLISIS P 25(n=5)

GRUPO 4 HIDROLISIS P 25(n=5)

GRUPOS PLACEBO (n=5)

GRUPOS5 PLACEBO (n=5)

GRUPOS5 PLACEBO (n=5)

llustracion 9: Aleatorizacion de los ratones segun el compuesto a utilizar

4.2.5.2.

Cronologia de los procedimientos.

Dia 0: Aleatorizacion e individualizacion de los animales. Establecimiento de

los grupos definidos en el disefio experimental (5 grupos de 15 animales cada unoy

dos heridas por animal total 150 muestras).

Dia 1: Registro del peso de los animales; realizacidn de las cirugias excisionales;

registro fotografico; dimensionado de las lesiones; control postquirdrgico de los

animales y sus lesiones; aplicacidén de tratamientos.

Dia 2: Control de todos los animales y tratamiento de los animales. Andlisis

ecografico.
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Dia_3: Realizacion del registro fotografico y dimensionado de las lesiones
control y tratamiento de todos los animales Analisis ecogréfico: Eutanasia grupos (1, 4,

7,10, 13).
Dia 4: Control de todos los animales y tratamiento de los animales del grupo.
Dia 5: Control de todos los animales y tratamiento de los animales del grupo.
Dia 6: Control de todos los animales y tratamiento de los animales del grupo.

Dia7: Anestesia de los animales para la realizacidn del registro fotografico y
dimensionado de las lesiones; control y tratamiento de todos los animales. Andlisis

ecografico modo B y doppler. Eutanasia grupos (2, 5, 8, 11, 14).
Dia 8: Control de todos los animales y tratamiento de los animales del grupo.
Dia 9: Control y tratamiento de los animales restantes.

Dia 10: Control de todos los animales, registro fotografico y tratamiento de los

animales del grupo. Andlisis ecografico.
Dia 11: Control de todos los animales y tratamiento de los animales del grupo.
Dia 12: Control de todos los animales y tratamiento de los animales del grupo.
Dia 13: Control de todos los animales y tratamiento de los animales del grupo.

Dia 14: Realizacion del registro fotografico y dimensionado de las lesiones.

Analisis ecograéfico. Eutanasia (grupos 3, 6, 9, 12, 15) y muestreo final.
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llustracion 10: Realizacion de las exéresis cutdneas con punch de 4 mm en la zona dorsal de los animales el dia 0 del
estudio

llustracion 11:Preparacion e identificacion de los bioestimulantes a utilizar segtin el compuesto y la concentracion
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llustracion 13:Toma de fotografias junto a regla milimetrada para la valoracion del aspecto macroscopico de las heridas
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llustracion 14: Sedacion de los animales en una cdmara con gas de isoflurano previa a la toma de registros ecogrdficos

A

llustracion 15: Registro ecogrdfico de las lesiones cutdneas mediante un ecégrafo
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llustracion 16: Eutanasia de los animales utilizando una cdmara de CO2

llustracion 17: Toma de muestras de la histolégicos de las zonas de lesion
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llustracion 18: Preparacion de los cortes histoldgicos para su posterior andlisis histolégico e inmunohistoquimico.

4.2.5.3. Muestreos.

4.2.5.3.1. Control de la salud y el estado fisico de los

animales
- Evaluacién diaria del comportamiento y estado fisico general.
- Registro del peso corporal (cada 72 horas).
- Control de las deposiciones.

- Evaluacién del aspecto externo de las lesiones inducidas antes de la

aplicacion de cada tratamiento.

4.2.5.3.2. Estudio macroscépico
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Se realizaron fotografias de las lesiones (previamente a la aplicacion de los
tratamientos), pertenecientes a los animales que permanecen en el estudio. Para el estudio
de las lesiones macroscépicas los animales fueron anestesiados mediante inhalacidon de
isofluorano (Isoflurin 1000 mg/ml, Fatro Ibérica S.L.) junto a papel milimetrado (camara

digital Canon E0S-500D). La distancia de foco a las lesiones fue de 15 cm.
4.2.5.3.3. Registro ecogrdfico

Se realizé empleando un sistema de ultramicrosonografia (Vevo® 3100, Visualsonic
Inc., Toronto, Canada), valorando la evolucion y vascularizacion de la lesién mediante modo

B, y Doppler respectivamente con una sonda de 70 MHz.

Se realizo estudio ecografico in vivo; para la realizacion del protocolo, cada animal
fue anestesiado con inhalacién de isofluorano 1.00mg/g. Las ecografias se realizaron en
modo B con sentido horizontal, haciendo el barrido por la piel del lomo y obteniendo la

imagen mas representativa.
4.2.5.3.4. Registro histoldgico. Procedimiento de eutanasia.

Tras los experimentos, se procedio al protocolo de sacrificio de los animales
mediante sobredosis de CO2 en cdmara de eutanasia, y posterior necropsia de todos los
animales del estudio. En el momento de realizar el sacrificio programado de cada animal se
obtuvieron muestras del tejido cicatricial de ambas heridas para la valoracién histologica

de la evolucién del proceso de cicatrizacion

Las muestras de piel se fijaron con formalina 10% tamponada a pH 7.2 durante un
minimo de 24h.

4.2.5.4. Analisis de los registros.
4.2.5.4.1. Analisis de los registros fotogrdficos

Para el estudio de los registros fotograficos se utilizé un software de analisis de
imagenes con el que se midio el diametro, la circunferenciay el 4rea de cada herida en cada
tiempo de estudio (Analysing digital imaging, Global System Science, University of
California, Berkeley, EEUU, http://dew.globalsystemsscience.org/software). Estos registros

fueron procesados con el programa Imagen J para la cuantificacion macroscdpica de la
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evolucién del proceso de cicatrizacidn. El calibrado se llevd a cabo utilizando la regla

milimetrada colocada durante la obtencion de la imagen.
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llustracion 19: Perimetro y drea de la lesion

Las fotografias fueron valoradas siguiendo un modelo de un estudio ciego con dos
observadores independientes. El coeficiente de correlacidn entre los observadores fue de

0,96y 0,97; calculado a partir de 20 medidas repetidas del perimetro y del drea de la herida,

respectivamente.

4.2.5.4.2. Andlisis de los registros ecogrdficos

Mediante el antes mencionado software de andlisis de imagen Imagen J, se evalué
la evolucidn de las lesiones teniendo en cuenta su vascularizacién, profundidad, area, y
distancia entre bordes de la herida. Para el calibrado se utilizé como referencia la escala

milimetrada incluida en el software del ecégrafo.
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llustracion 21: Vascularizacion de la zona de la lesion obtenida mediante ecografia Doppler

» Inflamacién
» Reepitelizacidn

» Vascularizacion
4.2.5.4.3. Estudio histopatoldgico

Para llevarlo a cabo se utilizd el microscopio Leica DM. Mediante una escala
semicuantitativa se evalud el grado de lesidn, siendo 0 ausencia de lesion y 3 la maxima
lesion observada en las muestras. La semicuantificacidn se ha hecho a ciegas por triplicado
utilizando un microscopio éptico Axioscope (Zeiss™) acoplado a una cdmara Axiocam MRc5

(Zeiss™).

Las alteraciones morfologicas que hemos considerado de interés para nuestro
estudio han sido la presencia o ausencia de inflamacién, reepitelizacion y vascularizacién.
Para la valoracion de la inflamacion se le dio un valor de 1 a la nula/baja presencia de

infiltrado inflamatorio, 2 a la presencia de un infiltrado inflamatorio medio, y 3 a aquellas
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muestras donde el infiltrado inflamatorio era muy abundante. El grado de reepitelizacion
se cuantificd dando un valor de 1 a aquellas heridas con un grado de cicatrizacién menor a
1/3 del tamafio de la lesidn, 2 a aquellas cuyo grado de reparacion estaba por encima de
1/3 pero aln no habia reparacion completa, y 3 cuando la reparacion era total. En cuanto
a la revascularizacion, la nula presencia de vasos se cuantificé como 1, la presencia de al

menos 1 vaso se cuantificé como 2, y la presencia de 2 o mas vasos como 3 o casi completa

[96,97] .

Técnicas y tinciones

Tincidn para fibras eldsticas de VerHoef-Van Gieson. Después de desparafinar e
hidratar, se realizé un bafio de 30 minutos con Hematoxilina de VerHoeff, lavado, un pase
de cloruro férrico al 1%, lavado con agua corriente, un bafo de pirofucsina, deshidratacién
y posterior aclaramiento con xilol previo al montaje. Esta técnica permite la tincién de
fibras coldgenas y elasticas. El coldgeno, que capta el colorante acido, se tifie de rojo, las

fibras elasticas de negro, asi como los nucleos celulares, y el citoplasma de amarillo.
4.2.5.4.4. Andlisis inmunohistoquimico

Fue realizado con la ayuda del Servicio de Anatomia Patolégica del Hospital
Universitario Reina Sofia de Murcia. Se realizé el estudio inmunohistoquimico de las pieles

en todos los animales tratados y control.
Descripcidn del protocolo de tincion:

Se realizdé en primer lugar la desparafinizacién en el equipo OMNIS-DAKO
(Agilent) y se realizd un pretratamiento con EnVision FLEX, Low pH (n.2 de catalogo
GV805), (recuperacién del epitopo inducida por calor (HIER) durante 30 min. El
Anticuerpo listo para su uso estuvo incubando durante 20 min, con un control

negativo FLEX Negative Control, Rabbit (n.2 de catdlogo GA600) al mismo tiempo.

La visualizacidn se realizd mediante EnVision FLEX (n.2 de catalogo GV800) +
EnVision FLEX+ Rabbit LINKER (n.2 de catdlogo GV809) en un bloque durante 3 min

de Link: 10 min; polimero: 20 min; y cromdgeno: 5 min. Posteriormente se realizé

61
ESTUDIO DE LA EFICACIA DE BIOESTIMULANTES EN UN MODELO ANIMAL DE EXERESIS CUTANEA EN
RATON SKH1/CR INMUNOCOMPETENTE



MATERIAL Y METODOS

una contratincion con Hematoxylin (n.2 de catdlogo GC808) con un tiempo de 3 min
de incubacién. Después de la tincidn, deshidratamos, enjuagamos y montamos los

portaobjetos con un medio de montaje permanente (Eukit).

La desparafinizacién, rehidratacidn y recuperacion del objetivo se realizan
en el instrumento Dako Omnis. Todos los pasos de incubacién se realizana 32 °Cen

el instrumento Dako Omnis.

Tras de desparafinar y bloquear la peroxidasa enddgena con agua oxigenada al 3%
durante 30 minutos, se desenmascaré el antigeno de las muestras con tampdn citrato
(Panreac) a pH=6 en microondas a potencia 1 durante 10 minutos, y se dejaron enfriar
durante 20 minutos a temperatura ambiente. Inmediatamente después se lavaron con PBS
y se incubaron los tejidos con suero normal de cabra (Milipore) al 10% durante 1 hora a T2
ambiente. Después se incubaron las secciones con el anticuerpo primario monoclonal
contra PCNA y CD34 (Dako) a dilucién 1:200 durante toda la noche a 42C. M4s tarde, fueron
lavadas e incubadas con el anticuerpo secundario Goat anti-mouse biotinado (Dako)
durante 1 hora a T2 ambiente, y finalmente se incubaron con el complejo avidina-biotina-
peroxidasa (Cultek) a dilucidn 1:1000 durante 1 hora mds a T2 ambiente. El revelado de la
inmunotincidn se hizo con diaminobenzidina (Sigma Aldrich) durante 3,5 minutos, y las

muestras se contrastaron con Hematoxilina de Mayers.

Posteriormente procedimos la cuantificacién semicuantitativa de la expresién de
cada anticuerpo, realizada por dos patdlogos experimentados, cegados, encargados de los
resultados del estudio. Se valord de una a tres cruces la intensidad del marcaje observada
en la periferia de la herida cutanea, con una magnificacidn de 10x. El marcaje leve se valoré

con una cruz (+), el moderado con dos (++) y el severo con tres (+++).

El antigeno nuclear de proliferacion celular (PCNA) es una proteina auxiliar
necesaria para la sintesis y reparacion del ADN. Ha sido ampliamente utilizado como
biomarcador de proliferacion celular en modelos similares de exéresis cutanea (Wu, 2016).
Se entiende, que cuanto mayor sea la presencia de células PCNA positivas en la epidermis

de los margenes de la herida, existe una mayor actividad reparadora.
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CD34 es una glicoproteina de 110 kD situada en la superficie celular que actia como
molécula de adhesién y se expresa selectivamente en células endoteliales de muchos
tejidos y en células madre precursoras de la hematopoyesis. La cicatrizacién por segunda
intencidn (con bordes separados), como es nuestro caso, requiere contraccién por parte
de los miofibroblastos, una proliferacion celular abundante, y una gran formacién de vasos,
por lo que se decidi® marcar inmunohistoquimicamente las células endoteliales para

realizar una cuantificacion vascular.
4.2.5.4.5. Andalisis estadistico

El analisis estadistico se realizé con el programa SPSS 23.0 para Windows. La
normalidad de la distribucidn de las variables en todas las columnas de datos se analizd
mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov. Para el andlisis estadistico descriptivo de la
muestra se han empleado los métodos descriptivos bdsicos, de modo que, para las
variables cualitativas, se ha obtenido el nUmero de casos presentes en cada categoria y el
porcentaje correspondiente; y para las variables cuantitativas, los valores minimo, maximo,
media y desviacidn tipica. La correlacidn entre las variables se realizd mediante coeficiente

de Rho de Spearman.

La comparacién entre grupos se ha utilizado Anova y las diferencias consideradas

estadisticamente significativas son aquellas cuya p <0.05.
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5. RESULTADOS

5.1. Estado de salud y bienestar de los animales

Para la evaluacion del estado de salud y bienestar de los animales se registraron
diariamente las siguientes variables:

e Comportamiento: No se detectaron alteraciones destacables en el
comportamiento de los animales a estudio a lo largo de la fase experimental.

e Estado fisico general: No se detectaron alteraciones destacables en el estado
fisico general de los animales a lo largo de la fase experimental.

e Aspecto de las deposiciones: No se detectaron alteraciones destacables en el
aspecto de las deposiciones de los animales a estudio a lo largo de la fase experimental.

e Aspecto externo de las heridas: No se detectaron signos externos de inflamacion
y/o infeccidn local, ni de reacciones de hipersensibilidad en ninguna de las heridas a lo largo
de la fase experimental.

El comportamiento y la condicion fisica general de los animales no se vieron
afectados por las heridas inducidas ni por el procedimiento del diseno experimental. La
utilizacion del bisturi circular para la creacidn de las heridas cutdneas es un método rapido
y seguro, que produce una exposicion superficial del tejido subcutdneo y del musculo
esquelético.

Ademas del registro diario de las variables mencionadas, cada tres dias se registré
el peso de los animales

Peso de los animales distribuidos por los distintos grupos de tratamiento:

> GRUPO 1 ELASTINA 50
GRUPO 2 ELASTINA 25

> GRUPO 3 HIDROLISIS P 50
> GRUPO 4 HIDROLISIS P 25
> GRUPO 5 PLACEBO
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Grupo Min. de dif. peso Max. de dif. peso Desviacion de dif. peso | Desviacidn de dif. peso
1 -1 5 1,67 2,16
2 2 2 -0,17 1,47
3 -4 4 0,33 2,73
4 -2 2 0,5 1,38
5 -4 5 0,33 3,01
Total -4 5 0,53 2,18

llustracion 22: tabla estadistica comparacion del peso de los animales

5.2.

Estudio macroscopico

El estudio morfométrico se llevd a cabo para valorar la evolucidn de la respuesta

inflamatoria en las diferentes fases del proceso de cicatrizacion y diariamente se realizé un

control visual de las heridas, previo al tratamiento de los animales. El aspecto general de

las heridas a lo largo del estudio fue, en general, satisfactorio. No se detectd la presencia

de sintomas de infeccidn local, en la inspeccién macroscdpica de las escisiones, a lo largo

de la fase experimental.

En el estudio macroscépico a los tres dias:

Se observaron valores mas altos en los ratones del grupo 4.

DESCRIPTIVO 3 DIAS
Grupo N Media Desviacion Error estandar| 95% del intervalo de confianza para la media Minimo Méximo
estandar
Limite inferior Limite superior
Area (um?) 1 10 9107323,6 2884773,9 912245,61 7043680,67 11170966,6 5,82E+06 1,44E+07
2 10 8214407,64 1332391,13 421339,07 7261272,45 9167542,84 6,03E+06 1,01E+07
3 10 8557924,67 1366156,71 | 432016,685 7580635,03 9535214,31 5,74E+06 1,10E+07
4 10 10720852,7 4044041,41 1278838,18 7827919,74 13613785,6 7,06E+06 2,08E+07
5 10 8598576,81 2276918,04 720024,706 6969767,77 10227385,9 4,25E+06 1,23E+07
Total 50 9039817,09 2637664 373022,02 8290201,27 9789432,9 4,25E+06 2,08E+07
Perimetro 1 10 11034,856 1851,98298 | 585,64844 9710,0272 12359,6848 8803,8 14443,7
(um)
2 10 10510,3351 961,72653 304,12463 9822,3574 11198,3128 8942,89 11997,03
3 10 10900,9537 1083,57463 342,65638 10125,8111 11676,0963 9287,61 13370,93
4 10 11964,2218 2295,41334 725,87343 10322,182 13606,2616 9596,27 17297,04
5 10 10755,7472 1412,94293 446,81179 9744,9887 11766,5057 7995,97 12907,71
Total 50 11033,2228 1613,05021 228,11975 10574,799 11491,6466 7995,97 17297,04

llustracion 23: tabla estudio macroscdpico a los tres dias
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Al realizar el estudio comparativo para este periodo, no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas para ninguno de los grupos de estudio, como puede verse

en la siguiente tabla:

ANOVA 3 DIiAS
Suma de cuadrados gl Media cuadratica F Sig.
Area (um2) Entre grupos 3,9387E+13 4 9,8466E+12 1,47 0,227
Dentro de grupos 3,0152E+14 45 6,7004E+12
Total 3,4091E+14 49
Perimetro Entre grupos 12346611,8 4 3086652,94 1,206 0,321
(um)
Dentro de grupos 115148007 45 2558844,6
Total 127494619 49

llustracion 24: tabla andlisis del estudio macroscopico a los tres dias

Estudio macroscépico a los 7 dias:

A los 7 dias se observaron areas menos extensas en el grupo 4.

DESCRIPTIVO 7 DiAS
Grupo N Media Desviaci6n Error 95% del intervalo de fi para Maxi
estandar estandar la media
Limite inferior Limite superior
Area 1 10 4642333,08 2660038,66 841178,083 2739456,06 6545210,11 2095427 11145094
(um2)
2 10 7959626,12 2180592,56 689563,912 6399724,18 9519528,06 4234603 10903781
3 10 4777908,63 1652444,37 522548,791 3595821,14 5959996,12 2706058 7647335
4 10 4091824,29 1808793,66 571990,779 2797891,25 5385757,33 767838 6562907
5 10 5970046,1 1397890,96 442051,935 4970055,15 6970037,05 4210387 8524372
Total 50 5488347,64 2361185,64 333922,076 4817306,11 6159389,18 767838 11145094
Perimetro( 1 10 7700,35 1899,442 600,656 6341,57 9059,13 5251 12018
um)
2 10 10194,88 1440,538 455,538 9164,38 11225,38 7502 12042
3 10 7919,7 1305,331 412,782 6985,92 8853,47 6090 10003
4 10 7254,81 1680,342 531,371 6052,77 8456,86 3857 9554
5 10 9068,02 1261,945 399,062 8165,28 9970,76 7573 11157
Total 50 8427,55 1824,906 258,081 7908,92 8946,18 3857 12042

llustracion 25: tabla estudio macroscépico a los siete dias
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Al realizar el estudio comparativo de las areas clinico-macroscépicas, se encontraron
diferencias estadisticamente significativas entre los distintos grupos tratamiento a los 7

dias. El grupo 2 tiene diferencias significativas respecto a los grupos 1, 3y 4.

(grupo de tratamiento p=0,005; grupo de tratamiento 3 p=0,007; grupo de

tratamiento 4 p=0,001). No se encuentran diferencias respecto al placebo (p=0,185)

El estudio del perimetro clinico-macroscépico, arroja diferencias estadisticamente
significativas entre los distintos grupos tratamiento. A los 7 dias nos encontramos que el
grupo 2 tiene diferencias significativas respecto a los grupos 1,3,4 (con el grupo de
tratamiento 1 p=0,006); grupo de tratamiento 3 p=0,015; grupo de tratamiento 4 p=0,001).

De nuevo no se observan diferencias respecto al placebo (p=0,481).

ANOVA 7 DIAS
Suma de cuadrados gl Media cuadratica F Sig.
Area(um2) Entre grupos 9,51E+13 4 2,3775E+13 6,008 0,001
Dentro de grupos 1,7808E+14 45 3,9574E+12
Total 2,7318E+14 49
Perimetro(um) Entre grupos 56956959,2 4 14239239,8 6,032 0,001
Dentro de grupos 106226768 45 2360594,84
Total 163183727 49

llustracion 26: tabla andlisis del estudio macroscdpico a los tres dias

68
ESTUDIO DE LA EFICACIA DE LOS BIOESTIMULANTES EN UN MODELO ANIMAL DE EXERESIS CUTANEA EN
RATON SKH1/CR INMUNOCOMPETENTE



Estudio macroscépico a los 14 dias:
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DESCRIPTIVO 14 DIAS

Grupo N Media Desviacion Error estandar 95% del intervalo de confi Mini MAxi
estandar para la media
Limite inferior Limite superior
Area 1 12 2443480,96 1054877,85 304517,006 1773243,55 3113718,38 860859 4446826
(um?)
2 12 2407381 582320,417 168101,425 2037392,26 2777369,74 1413874 3205297
3 10 2465790,43 1109674,04 350909,743 1671977,44 3259603,42 780029 4255751
a4 10 1786560,13 765012,287 241918,126 1239303,31 2333816,95 624391 2785160
5 12 2281058,81 994744,691 287158,058 1649028,19 2913089,44 1001402 3939149
Total 56 2287617,05 919456,113 122867,491 2041385,1 2533849,01 624391 4446826
Perimetro 1 12 6478,92 1170,356 337,853 5735,31 7222,52 4586 8824
(um)
2 12 6066,76 881,925 254,59 5506,41 6627,11 4490 7047
3 12 5900,58 1303,107 376,175 5072,63 6728,53 3831 7775
a4 12 5496,86 1272,614 367,372 4688,28 6305,44 3038 7714
5 12 6208,25 1707,558 492,929 5123,32 7293,18 3830 9816
Total 60 6030,27 1292,86 166,908 5696,29 6364,25 3038 9816

llustracion 27: tabla estudio macroscdpico a los catorce dias

cicatrizacion en todos

los grupos,

significativas para ninguno de los tratamientos realizados.

ANOVA 14 DiAS
Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Area Entre 3,2922E+12 4 | 8,2305E+11 | 0,972 0,431
(um?) grupos
Dentro de 4,3205E+13 51 | 8,4715E+11
grupos
Total 4,6497E+13 55
Perimetro Entre 6427713,62 4 | 1606928,41 | 0,959 | 0,438
(nm) grupos
Dentro de 92190014,1 55 | 1676182,08
grupos
Total 98617727,8 59

llustracion 28: tabla andlisis del estudio macroscdpico a los catorce dias

Al final del periodo estudiado a los 14 dias se aprecia la rapida evolucion de la

no encontrando diferencias estadisticamente
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ESTUDIO MACROSCOPICO

DiA1 DIA 3 DiA 7 DIiA 10 DIiA 14
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ELASTINA 50%

ELASTINA 25%

HIDROLISIS P-P 50%
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HIDROLISIS P-P 25%

PLACEBO

llustracion 29: Secuencia de imagen macroscépica en los distintos tiempos de estudio y grupos

5.3. Analisis imagenes ecograficas modo B

En la siguiente tabla podemos observar las diferentes medidas del area en los
distintos grupos de tratamiento y diferentes periodos de tiempo:

DESCRIPTIVO
\Grupo | N Media Desviacion | Error 95% del intervalo de Minimo Maximo
estandar estandar confianza para la media
Limite Limite superior
inferior
Areaecodia3 | 1 12 | 2243534,45| 387177,401| 111768,488| 1997533,67| 2489535,24 1,74E+06 2,92E+06
(nm?)
2 12 | 2746875,96| 447349,053| 129138,548| 2462643,93| 3031107,99 1,99E+06 3,37E+06
3 12 | 2706254,64| 546177,332| 157667,815| 2359230,12| 3053279,16 1,89E+06 3,74E+06
4 12 | 2514004,08| 670454,154| 193543,443| 2088017,84| 2939990,33 1,79E+06 4,21E+06
5 12 | 3348270,82| 1220031,13| 352192,65 | 2573100,03| 4123441,62 1,66E+06 5,07E+06
Total | 60 | 2711787,99| 785747,678| 101439,589| 2508807,84| 2914768,14 1,66E+06 5,07E+06
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Areaecodia7 | 1 12 | 2026346,54| 899013,624| 259522,879| 1455140,53| 2597552,54 548255,14 4314292,1
(nm?) 4
2 12 | 2791136,77| 897732,874| 259153,158| 2220744,52| 3361529,03 1540331,54 | 4577199,1
5
3 12 | 2082160,44| 561083,726| 161970,92 | 1725664,84| 2438656,03 1341030 3168015,5
4 12 | 1897021,78| 578303,243| 166941,766| 1529585,43| 2264458,13 1202791,88 §301950,3
1
5 12 | 1963280,38| 433399,317| 125111,606| 1687911,59| 2238649,16 1051574,25 | 2878973,9
1
Total | 60 | 2151989,18| 751507,772| 97019,2362| 1957854,14| 2346124,22 548255,14 4577199,1
5
Area eco dia 1 12 | 643600 254712,615| 73529,1985| 481763,325| 805436,675 366000 1,07E+06
14 (um?)
2 12 | 534400 170054,964| 49090,6397| 426352,231| 642447,77 215600 823200
3 12 | 871333,333| 428576,208| 123719,295| 599029,002| 1143637,66 378400 1,88E+06
4 12 | 479000 166845,165| 48164,0505| 372991,64 585008,36 165200 720000
5 11 | 436945,455| 144336,748| 43519,1669| 339978,708| 533912,201 194800 668000
Total | 59 | 595701,695| 293367,3 38193,1694| 519249,76 672153,63 165200 1,88E+06

llustracion 30: Resultados de la ecografia modo B.

Al realizar el estudio comparativo, en las distintas areas se aprecian diferencias entre

los tiempos; asi, en el area dia 3 se observan diferencias entre los distintos grupos p=0,008.

También hay diferencias estadisticamente significativas en el dia 3 en los grupos 1y 5

(p=0,004) y entre el grupo 4 y 5(p=0,047)

En el dia 7 las diferencias se encuentran en el grupo tratamiento 2 con respecto al

grupo 4 (p=0,023) y grupo5 (p=0,041).

ANOVA Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Area eco dia 3 Entre grupos 7,977E+12 4 1,9943E+12 3,855 0,008
(um2)
Dentro de 2,845E+13 55 5,1726E+11
grupos
Total 3,6427E+13 59
Area eco dia 7 Entre grupos 6,3575E+12 4 1,5894E+12 3,242 0,019
(um2)
Dentro degrupos| 2,6964E+13 55 4,9025E+1
1
Total 3,3321E+13 59
Area eco dia 14 Entre grupos 1,425E+12 4 3,5624E+11 5,393 0,001
(um2)
Dentro de 3,5668E+1 54 6,6051E+10
grupos 2
Total 4,9917E+12 58

llustracion 31: Andlisis estadistico de la ecografia modo B.
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En cuanto al perimetro, se hallaron en los distintos periodos de estudio y en los

diferentes tratamientos aplicados diferencias estadisticamente significativas:

DESCRIPTIVO
Grupo N Media Desviacién Error 95% del intervalo de fi
estandar estandar para la media
Limite Limite superior
inferior
Perim. Eco dia 3 1 12 8384,943 1329,94805 383,92293 7539,9327 9229,95 6293,4 11387,58
(km)
2 12 8790,686 770,84239 222,52303 8300,9147 9280,4545 7004,06 9549
3 12 7902,143 820,76523 236,93451 7380,652 8423,6307 6449,27 9371,61
4 12 8210,110 1039,07293 299,95452 7549,9151 8870,3059 6404,39 10282,24
5
5 12 8604,902 1251,66636 361,32496 7809,6312 9400,1729 5886,68 10752,95
1
Total 60 8378,556 1075,38042 138,83102 8100,7557 8656,3562 5886,68 11387,58
Perim. Eco dia 7 1 12 6313,762 1382,8871 399,20512 5435,1175 7192,4065 3344,61 8608,77
(um)
2 12 7815,549 1313,74153 379,24451 6980,8379 8650,261 5259,87 10152,1
4
3 12 6915,684 1090,8109 314,88998 6222,6164 7608,7528 5576,16 9063,24
6
4 12 6003,444 740,01221 213,62312 5533,2627 6473,6253 5098,62 7805,25
5 12 6152,171 808,18953 233,30422 5638,6721 6665,6704 4233,55 7262,93
3
Total 60 6640,122 1254,20523 161,9172 6316,1267 6964,1178 3344,61 10152,1
3
Perim. Eco dia 14 1 12 3280,723 721,27324 208,21365 2822,4482 3738,9985 2525,17 4795,99
(um) 3
2 12 3071,922 478,57906 138,15388 2767,8478 3375,997 2219,2 4041,4
4
3 12 3827,037 993,7524 286,87161 3195,6373 4458,4376 2584,86 5668,14
4
4 12 2861,599 564,47987 162,9513 2502,9465 3220,2533 1731,85 3577,5
9
5 11 2747,015 516,10403 155,61122 2400,292 3093,7388 1818,4 3273,66
4
Total 59 3164,619 763,6601 99,42008 2965,6089 3363,6307 1731,85 5668,14
8

llustracion 32: Resultados perimetro ecogrdfico modo B

Al realizar estudio comparativo encontramos diferencias en los dias 7 y 14.

En los valores de los perimetros, en el dia 7 se encuentran diferencias entre el grupo

2 con respecto al grupo 1 (p=0,12), grupo 4(p=0,02) y grupo 5(p=0,004)
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ANOVA Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadrética
Perim. Eco dia 3 Entre grupos 5717617,35 4 1429404,34 1,258 0,298
(um)
Dentro de 62512522,9 55 1136591,33
grupos
Total 68230140,3 59
Perim. Eco dia 7 Entre grupos 26490360,1 4 6622590,03 5,492 0,001
(um)
Dentro degrupos 66318454,1 55 1205790,08
Total 92808814,2 59
Perim. Eco dia 14 Entre grupos 8550619,93 4 2137654,98 4,567 0,003
(um)
Dentro degrupos 25273631,6 54 468030,215
Total 33824251,5 58

llustracion 33: Andlisis estadisticos de los resultados ecografia modo B

RATON SKH1/CR INMUNOCOMPETENTE
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Estudio ecografico

Dia10 Dia 14

Elastina 50%

Elastina 25%
Hidrolisis P-P 50%

Hidrolisis P-P 25%

Placeho .

llustracion 34: Secuencia de imdgenes ecogrdficas modo B en los distintos tiempos de estudio

5.4. Analisis imagenes ecograficas eco-Doppler.

Tras el estudio de los resultados de las imagenes ecograficas eco-doppler a los 3, 7,
14 dias, se describieron los valores medios junto con los intervalos de confianza al 95% del
area y porcentaje de area, encontrando diferencias significativas entre area y porcentaje de

area en el dia 3 del tratamiento post-cirugia.
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DESCRIPTIVO Grupo | N Media Desviacion Error 95% del intervalo de | Minimo Maximo
estandar estandar confianza para la media
Limite Limite superior|
inferior

Area eco-doppler dia 3 1 12 2136632,95 1208688,07 348918,192 1368669,18 2904596,71 707007,73 | 4,71E+06
(um?)

2 12 2674535,00 1148583,69 331567,55 1944759,75 3404310,26 1,24E+06 4,71E+06

3 12 2213127,09 966044,701 278873,084 1599331,57 2826922,61 809042,24 | 3,38E+06

4 12 1419472,54 558665,238 161272,763 1064513,58 1774431,5 804092,8 2,77E+06

5 12 1602538,17 584959,354 168863,22 1230872,73 1974203,62 718429,5 2,80E+06

Total | 60 2009261,15 1010189,26 130414,873 1748301,59 2270220,71 707007,73 | 4,71E+06
Area eco-doppler dia 7 1 12 1545343,86 726884,005 209833,338 1083503,8 2007183,93 567381 3325470
(um?)

2 12 2030021,34 1191639,43 343996,673 1272889,77 2787152,91 652698 4698585

3 12 1533642,98 941513,967 271791,671 935433,55 2131852,42 309898 3079082

4 12 1471408,39 742072,574 214217,9 999917,97 1942898,81 540599 3181999

5 12 1398269,98 576142,628 166318,051 1032206,42 1764333,54 405163 2470765

Total | 60 1595737,31 862446,917 111341,418 1372943,65 1818530,97 309898 4698585
Area eco-doppler dia 14 1 12 1619343,11 934843,398 269866,044 1025371,96 2213314,27 331705 3113516
(um?)

2 12 2026546,15 807212,853 233022,279 1513667,57 2539424,73 581154 3036232

3 12 2874907,09 1229830,4 355021,457 2093510,14 3656304,05 604874 5127086

4 12 2244016,54 1123110,57 324214,094 1530426,13 2957606,95 625534 3746702

5 12 1949964,43 1003744,89 289756,191 1312215,36 2587713,51 840167 3529008

Total | 60 2142955,47 1080073,55 139436,895 1863942,88 2421968,05 331705 5127086
Porcentaje area dia 3 1 12 0,9158 0,51791 0,14951 0,5867 1,2448 0,3 2,02

2 12 1,1153 0,47512 0,13716 0,8135 1,4172 0,53 1,93

3 12 0,9081 0,39636 0,11442 0,6562 1,1599 0,33 1,39

4 12 0,5823 0,22924 0,06618 0,4366 0,7279 0,33 1,14

5 12 0,6573 0,23999 0,06928 0,5048 0,8098 0,3 1,15

Total | 60 0,8358 0,42395 0,05473 0,7262 0,9453 0,3 2,02
Porcentaje area dia 1 12 0,66 0,31 0,089 0,46 0,86 0 1

2 12 0,87 0,508 0,147 0,54 1,19 0

3 12 0,65 0,402 0,116 0,4 0,91 0 1

4 12 0,63 0,316 0,091 0,43 0,83 0 1

5 12 0,60 0,246 0,071 0,44 0,75 0 1

Total | 60 0,68 0,368 0,047 0,59 0,78 0 2
Porcentaje drea dia 14 1 12 0,69 0,399 0,115 0,44 0,94 0 1

2 12 0,86 0,344 0,099 0,65 1,08 0 1

3 12 1,23 0,525 0,151 0,89 1,56 0 2

4 12 0,96 0,479 0,138 0,65 1,26 0 2

5 12 0,83 0,428 0,124 0,56 1,1 0 2

Total | 60 0,91 0,461 0,059 0,79 1,03 0 2

llustracion 35: Resultados de la ecografia Doppler.
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En el dia 14 se obtienen diferencias del grupo 3 con respecto grupo 4 (p=0,009) y grupo 5

(p=0,003).

Se pueden ver en el area del dia 3, diferencias significativas entre el grupo 2 y 4 (p=0,015);

a los 7 dias no se hallaron diferencias y a los 14 dias si que se aprecian diferencias entre el

grupo 1y 3(p=0,033). Lo mismo sucede respecto al porcentaje de area, encontrando

diferencias en los dias 3y 14.

ANOVA Suma de | gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Area eco-doppler dia 3 Entre 1,2164E+13 4 3,0409E+12| 3,481 0,013
(rm?) grupos
Dentro de 4,8045E+13 55 8,7354E+11
grupos
Total 6,0208E+13 5
Area eco-doppler dia7| Entre grupos 2,9934E+12 4 7,4835E+11| 1,007 0,412
(nm?)
Dentro 4,0892E+13 55 7,4349E+11
de grupos
Total 4,3885E+13 59
Area eco-doppler dia Entre 1,0451E+13 4 2,6128E+12| 2,462 0,056
14 grupos
(pm?)
Dentro de 5,8376E+13 55 1,0614E+12
grupos
Total 6,8827E+13 | 59
Porcentaje dreadia3 | Entre grupos 2,231 4 0,558 3,663 0,01
Dentro de 8,374 55 0,152
grupos
Total 10,604 59
Porcentaje drea dia 7 Entre 0,545 4 0,136 1,007 0,412
grupos
Dentro de 7,439 55 0,135
grupos
Total 7,984 59
Porcentaje area dia 14 Entre 1,902 4 0,475 2,463 0,056
grupos
Dentro 10,618 55 0,193
de grupos
Total 12,52 59

llustracion 36: Andlisis estadistico de los resultados de la ecografia doppler
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EStUaI0 eCograrico

Dia3 Dia7 Dia 10 Dia 14

Elastina 50%

Elastina 25%

Hidrolisis P-P 50%

Hidrolisis P-P 25%

Placebo

llustracion 37: Secuencia de la imagen ecogrdfica doppler en los distintos tiempos y diferentes grupos

5.5. Estudio variables evolucion histoldogica del proceso de

cicatrizacion.

A continuacidn, se detalla el resumen de los resultados obtenidos en la evaluacion

histoldgica de las muestras recogidas los dias 3, 7, y 14.
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DESCRIPTIVO DiA 3
N Media Desviacion Error 95% del intervalo de confianza Minimo Maximo
estandar estandar para la media
Limite inferior |Limite superior
Inflamacion 1 8 2,125 0,83452 0,29505 1,4273 2,8227 1 3
2,375 0,51755 0,18298 1,9423 2,8077 2 3
7 2,4286 0,53452 0,20203 1,9342 2,9229 2 3
Total 23 2,3043 0,63495 0,1324 2,0298 2,5789 1 3
Reepitelizacion 1 8 1 0 0 1 1 1 1
2 8 1 0 0 1 1 1 1
3 7 1,2857 0,48795 0,18443 0,8344 1,737 1 2
Total 23 1,087 0,2881 0,06007 0,9624 1,2115 1 2
Vascularizacion 1 8 1,75 0,88641 0,31339 1,0089 2,4911 1 3
2 8 1,125 0,35355 0,125 0,8294 1,4206 1 2
3 7 1,5714 0,53452 0,20203 1,0771 2,0658 1 2
Total 23 1,4783 0,66535 0,13873 1,1905 1,766 1 3
llustracion 38: Resultados histoldgicos dia tres
ANOVA DIA 3
Suma de cuadrados gl Media cuadratica F Sig
Inflamacion Entre grupos 0,405 2 0,203 0,479 0,626
Dentro de grupos 8,464 20 0,423
Total 8,87 22
Reepitelizacion Entre grupos 0,398 2 0,199 2,783 0,086
Dentro de grupos 1,429 20 0,071
Total 1,826 22
Vascularizacion Entre grupos 1,65 2 0,825 2,04 0,156
Dentro de grupos 8,089 20 0,404
Total 9,739 22
llustracion 39: Andlisis estadistico resultados histoldgicos dia tres
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DESCRIPTIVO
DiA 7
N Media Desviacion Error 95% del intervalo de Minimo | Maximo
estandar estandar confianza para la media
Limite Limite
inferior | superior
Inflamacién 1 6 2,8333 | 0,40825 0,16667 2,4049 3,2618 2 3
2 5 2,8 0,44721 0,2 2,2447 3,3553 2 3
3 4 2 0,8165 0,40825 0,7008 3,2992 1 3
4 4 1,25 0,5 0,25 0,4544 2,0456 1 2
5 6 2,1667 | 0,40825 0,16667 1,7382 2,5951 2 3
Total| 25 2,28 0,73711 0,14742 1,9757 2,5843 1 3
Reepitelizacion| 1 6 1,8333 | 0,40825 0,16667 1,4049 2,2618 1 2
2 5 1,8 0,44721 0,2 1,2447 | 2,3553 1 2
3 4 2 0,8165 0,40825 0,7008 3,2992 1 3
4 4 2,25 0,95743 0,47871 0,7265 3,7735 1 3
5 5 1,6 0,54772 0,24495 0,9199 2,2801 1 2
Total| 24 1,875 0,61237 0,125 1,6164 2,1336 1 3
Vascularizaciéon| 1 6 1 0 0 1 1 1 1
2 5 1,4 0,89443 0,4 0,2894 2,5106 1 3
3 4 1,75 0,5 0,25 0,9544 2,5456 1 2
4 4 2,25 0,95743 0,47871 0,7265 3,7735 1 3
5 6 1,3333 | 0,5164 0,21082 0,7914 1,8753 1 2
Total| 25 1,48 0,71414 0,14283 1,1852 1,7748 1 3
llustracion 40: Resultados histoldgicos dia siete
ANOVA DiA 7
Suma de gl Media F Sig-
cuadrados cuadratica
Inflamacién Entre grupos 7,823 4 1,956 7,498 0,001
Dentro de 5,217 20 0,261
grupos
d
Total 13,04 24
Reepitalizaciéon Entre grupos 1,042 q 0,26 0,652 0,632
Dentro de 7,583 19 0,399
grupos
degrupos
Total 8,625 23
Vasculariazacion Entre grupos 4,207 4 1,052 2,618 0,066
Dentro de 8,033 20 0,402
lgrupos
Total 12,24 24

llustracion 41: Analisis estadistico de las variables histoldgicas dia siete

En el estudio comparativo a los 7 dias, se observa que existen variables significativas
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en la p=0,001 inflamacidn entre los distintos grupos. También se aprecia que existen

diferencias significativas del grupo 4 con los grupos 1,2, y 5.

DESCRIPTIVO | Grupo N | Media Desviacion  |Error 95% del intervalo de confianza Minimo Maximo
DIA 14 estandar  |estandar para la media
Limite Limite superior
inferior
Inflamacién 1 5 1 0 0 1 1 1 1
2 8 1 0 0 1 1 1 1
3 6 1 0 0 1 1 1 1
4 8 1 0 0 1 1 1 1
5 6 1 0 0 1 1 1 1
Total 33 1 0 0 1 1 1 1
Reepitelizacion 1 5 3 0 0 3 3 3 3
2 8 3 0 0 3 3 3 3
3 6 2,8333 0,40825 0,16667 2,4049 3,2618 2 3
4 8 3 0 0 3 3 3 3
5 6 3 0 0 3 3 3 3
Total 33 2,9697 0,17408 0,0303 2,908 3,0314 2 3
Vascularizacion 1 5 2 0 0 2 2 2 2
2 8 1,875 0,99103 0,35038 1,0465 2,7035 1 3
3 6 1,6667 0,8165 0,33333 0,8098 2,5235 1 3
4 8 2 0,92582 0,32733 1,226 2,774 1 3
5 6 1,6667 0,8165 0,33333 0,8098 2,5235 1 3
Total 33 1,8485 0,79535 0,13845 1,5665 2,1305 1 3

llustracion 42: Resultados del andlisis microscopico dia catorce

Alos 14 dias, las variables microscoépicas de inflamacién habian disminuido en todos
los grupos. En cada uno de los grupos se observan animales que han reepitelizado total o
parcialmente la Ulcera. Respecto a la neovascularizacidn, aunque no hay diferencias claras,

se observa una tendencia a incrementar el nUmero de vasos en los animales.

ANOVA DIA 14 Suma gl Media F sig.
cuadrados cuadratica
Inflamacién Entre grupos 0 4 0
Dentro de 0 28 0
grupos
Total 0 32
Reepitelizacion Entre grupos 0,136 4 0,034 1,145 0,356
Dentro de 0,833 28 0,03
grupos
Total 0,97 32
Vascularizacion Entre grupos 0,701 4 0,175 0,251 0,907
Dentro de 19,542 28 0,698
grupos
Total 20,242 32

llustracion 43: Andlisis estadistico de las variables microscdpicas dia catorce
En el estudio comparativo a los 14 dias, no se encontraron diferencias

estadisticamente significativas en ninguno de los grupos estudiados.
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llustracion 44: Tincion hematosilina-eosina

A continuacidn, se muestra una tabla donde se recogen las siguientes valoraciones:

- Hematosilina-eosina (H.E): hemos valorado la presencia o ausencia de herida (Sl o
NO). En cuanto a la presencia de heridas, en el tiempo mas corto (3 dias), en todos los
grupos la incidencia era alta, pero destacaba el grupo tratado con HP al 50%, donde

solamente el 60% de los animales presentaba herida.

- PCNA (Proliferating cell nuclear antigen): de 0 a 3, solamente en los casos en los

gue hay herida. Se ha hecho la media aritmética.

- Van Gieson (EVG): hemos vuelto a valorar, como con la HE, la intensidad del
infiltrado. También es valorable la intensidad de la coloraciéon del coldgeno, que indica su

grado de maduracién.

- CD 34 (cumulo de diferenciacion 34): de 0 a 3, solamente en los casos en los que

hay herida. Se ha hecho la media aritmética.
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| Grupo Herida HE PCNA EVG CD 34
Elastina 50% dia 3 (100%) 2,6 1 2,6 2,5
Elastina 50% dia 7 (33,3 %) 2,5 1 3 1
Elastina 50% dia 14 (20%) 0 - 1 -
Elastina 25% dia 3 (66,6%) 2 - 2 1
Elastina 25% dia 7 (80%) 2,25 2,75 2,25 2,5

(0%) - - - -
HP 50% dia 3 (60%) 2 2 2 2
HP 50% dia 7 (40%) 3 3 3 2
(0,16%) 3 3 3 3
HP 25% dia 3 (100%) 2,5 - 3
HP 25% dia 7 (66,6%) 2 2 2 2,33
0 (0%) - - - -
(75 %) 2,66 1 2,33 1,33
(75 %) 2 1,5 2 2,5

llustracion 45: Estudio histopatoldgico.

llustracion 46:Ratdén 4 del grupo 1 (Elastina 50% dia 3). Se observa costra serohemdtica con gran infiltrado inflamatorio,
bajo la cual hay tejido de granulacion con abundantes fibroblastos secretores. La epidermis en la periferia se muestra
hiperpldsica. En la dermis periférica también hay infiltrado inflamatorio severo (grado 3), formado fundamentalmente
por polimorfonucleares neutrdfilos. HE 10x.
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Ilustracion 47: Ratén 0 del grupo 1 (Elastina 50% dia 3). Podemos observar la ruptura de la red coldgena
dérmica en los mdrgenes de la herida (fucsia), asi como de la capa muscular (fibras amarillas abajo

izquierda), que son sustituidas por tejido de granulacion. EVG 10x.

llustracion 48: Raton 0 del grupo 1 (Elastina 50% dia 3). No se observan gran cantidad de nuevos vasos. CD 34 10x.
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llustracion 49: Raton 0 del grupo 5 (Elastina 25% dia 7). Las células del infiltrado son positivas, pero en la epidermis
(delimitada por las lineas azules), el marcaje es leve/moderado. PCNA 10x.
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| grupo 5 (Elastina 25% dia 7). En ocasiones, el tejido de granulacion presentaba una importante hiperplasia
de foliculos dilatados, entre los que se encontraban abundantes fibroblastos de morfologia estrellada y presencia de matriz
extracelular. El infiltrado inflamatorio se observaba predominantemente bajo la costra (flecha). HE 10x.
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llustracion 51: Abundantes vasos (flechas naranjas), infiltrado (flecha negra) y foliculos pilosos dilatados (flecha azul). HE
10x

llustracion 52: En estadios intermedios de curacion, es cuando se ha observado mayor cantidad de vasos, como puede
apreciarse en esta imagen perteneciente al ratén 3 del grupo 5 (Elastina 25% dia 7). CD 34 10x.
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lustracion 53:Positividad intensa para PCNA en el ratdn 4 del grupo 8 (HP 50% dia 7). 10

llustracion 54: Se observa reepitelizacion completa, con retraccion cutdnea. Todavia hay hiperplasia folicular y algo de
infiltrado. Ratdn 2 grupo 8 (HP 50% dia 7). HE 10x.
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llustracion 55: Aunque el marcaje es intenso en células mesenquimales e inflamatorias, en la
epidermis (entre lineas), empieza a ser normal. Ratdn 2 grupo 8 (HP 50% dia 7). PCNA 10x.
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Como se comentd anteriormente, la piel juega un papel muy importante en la
supervivencia, ya que se encuentra en la interfaz con el medio externo. La piel ha ido
evolucionando para ser capaz de detectar, integrar y responder a numerosos factores

estresantes, y de ese modo garantizar la homeostasis del organismo 451,

Cuando se produce una lesién o ruptura en la estructura y funcién normal de la piel,
se crea una herida. La curacion de las heridas es un proceso complejo que trata de
recomponer la forma funcién del tejido lesionado. Este proceso es regulado por diferentes
factores de crecimiento y citoquinas liberadas en el sitio de la lesidn. Sin embargo, cualquier
alteracién que interrumpa los procesos de curaciéon empeorara el dafio tisular y alargara el
proceso de reparaciéon. Numerosos factores pueden influir en el proceso de cicatrizacion de
la piel dafiada, entre las que se incluyen la presencia de infecciones, enfermedades

subyacentes y/o uso de medicamentos [,

El manejo terapéutico de las heridas en la actualidad tiene una efectividad limitada,
y ademas es costoso. Ademas, con la tendencia al envejecimiento de la poblacion, el
numero de individuos con patologias crdnicas que afectan al normal proceso de reparacion
de heridas se ha incrementado (7). Es por ello que se estdn llevando a cabo numerosas
investigaciones con el fin de encontrar nuevos tratamientos que obtengan mejores
resultados tanto en la velocidad como en calidad de la cicatrizacién de las heridas, asi como

hacerlos mas accesibles econdmicamente 9.

El objetivo del presente estudio fue investigar el efecto de distintos principios
activos, constituidos por elastina e hidrdlisis pulmén-pepsina, en la cicatrizacidn de heridas,

utilizando para ello un modelo de cicatrizacion en raton.

Para llevar a cabo el experimento, se escogieron ratones del tipo SKH1. Las ventajas
principales de este tipo fueron detalladas anteriormente, pero se podrian resumir en
facilidad de manejo, disponibilidad, y bajo costo. Ademas, para el seguimiento de las
heridas, el hecho de que no posean pelo evita la necesidad del rasurado frecuente de las
zonas a explorar, que podria desencadenar reacciones inflamatorias locales debido a la

irritaciéon provocada por el propio procedimiento o como consecuencia de infecciones
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secundarias a este y que alterarian los resultados de las mediciones. La ausencia de pelo se
debe a una mutacién en el gen Hr, pero a pesar de esta falta de pelo, la piel conserva los

foliculos pilosos, aunque son atréficos %7,

La piel de ratones sin pelo se usa ampliamente como sustituto de la piel humana
para medir la penetracidn percutanea de farmacos in vitro. En general, la piel del ratén sin
pelo es mas permeable que la piel humana %1, Como principal desventaja, se aprecia que
las heridas incisionales y escisionales de grosor completo en el dorso que se dejan curar por
segunda intencién muestran una marcada contraccién debido a la actividad del panniculus
carnosus. Dicha contraccion de la herida puede representar hasta el 90% del cierre de la
herida en ratones, un proceso que difiere con el proceso que ocurre en humanos 101, Esta
contraccién de la herida ocurre muy temprano durante la cicatrizacion de la herida y es
bastante distinta de la contraccidon debido a la migracidn de los fibroblastos y la actividad
de los miofibroblastos en la fase de remodelacion tisular de la cicatrizacidon de las heridas
en personas (102, Ademds, la respuesta inmune de los ratones sin pelo ha sido objeto de
relativamente poco estudio, lo que limita su utilidad en los estudios del sistema

inmunoldgico de la piel ®°,

Para controlar posibles variables que afectasen al desarrollo del estudio, tanto el
comportamiento como el estado fisico general fueron monitorizados a lo largo del estudio,
sin que se apreciase ninguna anomalia, tal y como se esperaba debido a la poca invasividad
del procedimiento. El aspecto externo de las heridas también se valord, no detectandose
signos externos de inflamacidn y/o infeccién local, ni reacciones de hipersensibilidad en
ninguna de las heridas a lo largo del experimento. El registro de los pesos de los animales
también se mantuvo sin anomalias. Todo ello limita la posibilidad de que factores ajenos al

estudio pudieran falsear los resultados.

Los resultados del estudio macroscdpico no arrojan diferencias significativas en la
cicatrizacién en los dias 3 y 14 de estudio. Sin embargo, en las mediciones obtenidas el
séptimo dia de estudio, si que se observaron valores con diferencias estadisticamente
significativas ente los grupos. El grupo 2, tratado con elastina al 25%, presentaba valores
mas altos en drea y perimetro de lesiones, siendo estas diferencias significativas respecto

a los demas grupos de estudio exceptuando el grupo placebo.
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Alos siete dias, la herida se encuentra en la fase proliferativa de la cicatrizacion, que
tiene como objetivo reducir el area de la herida. El hecho de que en esta etapa la presencia
de lesiones mas amplias coincida con los animales tratados con elastina al 25%, podria
deberse al efecto de la elastina en la curacidn de heridas, ya que se ha comprobado que la
presencia de esta disminuye la contraccidn de la herida favoreciendo asi la regeneracién

dérmica 103!,

Sin embargo, el grupo tratado con elastina al 50% presentaba valores similares al
resto de los grupos, lo que lleva a pensar que en caso de que la elastina haya influido en la
menor contraccién de las heridas, debe haber otros factores que influyan en ello, mds alla

de la presencia o no del compuesto.

El hecho de que no haya diferencias en las demds etapas del estudio invita a pensar
que la elastina podria jugar un papel importante en la fase proliferativa, por lo que su uso
en etapas anteriores y posteriores podria no ser tan interesante. Aqui entraria en juego
también el tipo de herida a tratar, pues en ocasiones puede ser mejor sacrificar calidad de
cicatrizacion con tal de que esta sea rapida, mientras que otras veces como por ejemplo en
zonas estéticas, puede ser mejor alargar el proceso para conseguir una cicatriz mas el3stica.
La elastina se expresa de manera inadecuada durante la cicatrizacién de la herida, y la red
de fibra eldstica intacta no existe después de la lesiéon cutdnea, lo que contribuye a la
disminucion de las propiedades fisicas de las cicatrices en comparacién con la piel no
lesionada (1%, La produccién de elastina estd ausente en la madurez, pero su sintesis es
inducida por una lesién o enfermedad %%, Pesa a la expresidn de elastina al inicio de la
injuria, la deposicidn de esta en la dermis es minima. La elastina solo se ha detectado

muchos meses después de las etapas iniciales de cicatrizacion de la herida [108],

De cualquier modo, como se ha discutido anteriormente, el proceso de contraccién
de la herida durante la cicatrizacién en el ratdn es diferente al que ocurre en los humanos,
por lo que se harian necesarios mas estudios para esclarecer las posibilidades terapéuticas

del producto en personas.
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El analisis de las areas ecograficas en modo B, a los tres dias encontramos los valores
mas bajos en el grupo 1, tratado con elastina al 50%, mientras que el grupo placebo

presenta las lesiones mas extensas, siendo esta diferencia significativa.

De nuevo, a los 7 dias, encontramos que el grupo 2 obtiene los valores mas altos,
siendo esta diferencia significativa respecto a los grupos 4 y 5. Estos datos concuerdan con
los obtenidos en el estudio macroscépico y vuelven sugerir un posible papel de la elastina
en la atenuacidn de la contraccidn de la herida. A diferencia de los datos del analisis
macroscopico, el grupo tratado con elastina al 50% presenta en este caso valores mayores
de area de lesidn, que, pese a no ser estadisticamente significativas, si que son bastante

mas elevados que en el resto de grupos y bastante cercanos al grupo de elastina al 25%.
A los 14 dias no se aprecian diferencias.

El perimetro ecografico fue también medido. En este aspecto, se encuentran
también diferencias entre grupos en los dias 7 y 14. No obstante, consideramos estas
mediciones menos importantes de cara a la valoracidn de la curacidn, pues pequefios
cambios en la posicién del animal durante la medicién pueden dan lugar a perimetros

diferentes pese a ser la misma herida.

Debido a lo novedoso del uso de la ecografia en ratones, hay escasa o nula literatura
cientifica con la que estos resultados puedan ser comparados y analizados. No obstante, la
técnica resulta prometedora debido a su sencillez y a la cantidad de datos que aporta. Con
el avance de la técnica las mediciones podran optimizarse y protocolizarse, haciendo mas

facil su posterior estudio.

Con el fin de observar el flujo sanguineo en la zona de la lesidn, se empled la
ecografia eco-Doppler de pulso continuo. Christian Doppler, en 1843, describié un efecto
gue explicaba un cambio en la frecuencia percibida del sonido emitido por una fuente en
movimiento. Esto fue nombrado mas tarde como "efecto Doppler". El mismo principio
puede ser extendido al campo de la imagen de ultrasonido, en el que la frecuencia de
insonacion del transductor experimenta un cambio cuando se refleja en los objetos en

movimiento 1071,
El Doppler es una herramienta importante para el diagndstico vascular no invasivo.
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Hay cinco métodos de obtencidén de imagenes empleando el principio Doppler:
- Doppler de onda continua.

- Doppler de onda pulsada.

- Doppler color

- Doppler de potencia

- Doppler espectral o escaneo duplex 198,

Para nuestro estudio se utilizé la ecografia Doppler de onda continua. La trasmisién
del sonido y recepcion de la informacién ocurren simultdneamente en el transductor. Esto

permite una mayor sensibilidad del método, pero no la ubicaciéon espacial de la sefal

[109,110]

Pese a ser una herramienta Util en numerosas situaciones clinicas, tiene algunas

limitaciones:
- Presencia de grasa
- Presencia de aire
- Movimientos (respiratorios, peristalticos, ritmo cardiaco, etc.) [108],

En nuestro caso, los mayores problemas de este sistema apenas tienen relevancia,
pues debido a la localizacién de las lesiones la presencia de grasa y aire son nulas. Los
movimientos respiratorios se tuvieron en cuenta, obteniendo la imagen justo al final de Ia
respiracion, para que esta no influyese. El resto de los movimientos no influyen pues nos
encontramos lejos de la zona abdominal y el ritmo cardiaco era bajo debido al estado de

sedacién de los ratones durante la exploracién.

Para hacer la medicion del drea vascularizada, se midieron tanto el area total como
el porcentaje de area. Para el area total no se tuvo en cuenta el tamafio de la lesion,
mientras que para el porcentaje del drea se compard el drea vascularizada de la lesién

respecto al drea total de esta.

En los resultados obtenidos se pueden apreciar diferencias significativas en el area

total del dia 3. Estas se establecen entre el grupo 2 y 4(p=0,015); a los 7 dias no se hallaron
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diferencias, y a los 14 dias si que se aprecian diferencias entre el grupo 1y 3(p=0,033). Lo

mismo sucede respecto al porcentaje de area, encontrando diferencias en los dias 3y 14.

De nuevo es el grupo tratado con elastina al 25% el que parece mostrar valores mas
elevados en fases tempranas de la cicatrizacion (dias 3 y 7). Los valores de drea
vascularizada total y porcentual son mas altos en ambos dias, pese a que esta diferencia no
sea significativa en el dia 7. Sin embargo, a los 14 dias, es el grupo 3, tratado con hidrélisis

pulmon-pepsina al 50% el que obtiene valores mayores.

La elastina parece influir en la angiogénesis al mejorar la migracion endotelial y la
expresion del tipo de membrana MMP-1 (MT1-MMP). La angiogénesis es un proceso vital
en la fase reparadora de la cicatrizacidon de la herida, que se asocia con la formacién de
tejido de granulacién y la migracién y proliferacidn celular (194, Esto podria explicar en parte
como la aplicacion de elastina a las heridas podria provocar mejoras en la vascularizacién
de la zona. Sin embargo, volvemos a encontrarnos con la incégnita de por qué el grupo de

elastina al 50% no responde tan bien.

En cuanto al analisis histoldgico, en el estudio comparativo a los 7 dias se observa
gue existen variables significativas en la p=0,001 de inflamacién entre los distintos grupos.
Los valores mas altos se obtuvieron en los grupos 1 y 2. También se aprecia que existen
diferencias significativas del grupo 4 con los grupos 1,2, y 5. En las variables de
reepitelizacion y vascularizacién no se aprecian diferencias. El aumento de la inflamacion
podria deberse, quiza, al incremento de la irrigacidon sanguinea en la zona, aunque no se

puede establecer con claridad.

Con la tincién de hematosilina-eosina se valoré la presencia o ausencia de herida (S|
o NO). A los 3 dias, como es ldgico, la presencia de herida era todavia alta, pero destaca el
grupo tratado con hidrdlisis pulmdn-pepsina al 50%, donde solamente el 60% de los
animales presentaba herida. Esto concuerda con lo analizado anteriormente, ya que
posiblemente la elastina tenga cierta influencia en la contraccién del tejido. A los 14 dias,

la mayoria de heridas estaban curadas, sin diferencias entre tratamientos y placebo.

A nivel inmunohistoquimico se observa, como era de esperar, la presencia de
infiltrado inflamatorio era mayor en las muestras del tiempo de estudio mas corto (3 dias).
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El infiltrado moderado o severo se asociaba siempre a la presencia de herida. Sin embargo,
la proliferacién celular esta algo mas activa en fases intermedias. Hemos observado un
marcaje leve en el grupo 1 (Elastina 50% 3 dias), asi como en los grupos 2 (Elastina 50% 7
dias) y 5 (Placebo 3 dias). En los grupos en los que habia mayor porcentaje de regeneracion
cutanea, el marcaje era en las células basales, como ocurre en la piel normal, por lo que no
fue valorada su intensidad. Destacaba el tratamiento con HP al 50%, que en todos los

tiempos de estudio, la epidermis mostraba gran actividad proliferativa.

Pese a la abundante evidencia cientifica que avala el uso de elastina para el manejo
terapéutico de heridas, los resultados de nuestro estudio no demuestran, al menos de
forma evidente, que el tratamiento con elastina tdpica tenga un efecto beneficioso. De
cualquier modo, tal y como se ha ido comentando a lo largo del texto, el éxito del proceso
de cicatrizacidon no solo deberia mirarse desde un punto de vista descriptivo-cronolégico,
sino que también seria interesante analizar la calidad de la reparacidn, pudiendo buscar

también diferencias segun la causa de la herida.

La evidencia sefiala que elastina realiza multiples funciones durante la cicatrizacion
de heridas en virtud de sus propiedades mecdnicas y de sefalizacion. Es especialmente
importante la restauracion de una red de fibra elastica intacta y funcional, ya que es
fundamental para recuperar la funcién completa de la piel después de una lesién. La
curacion de heridas sin tejido cicatricial solo se logra en el periodo gestacional temprano y
medio, en un periodo de desarrollo antes de que se haya formado una red de fibra elastica
completamente funcional. Esto podria implicar un papel para la tropoelastina, que es
precursora de la elastina, y enfatizar las propiedades interactivas y de senalizacion celular

de la elastina, como promover la migracién celular, el crecimiento y la proliferacion.

La tropoelastina también apoya la adhesidn de varios tipos de células, incluidos los
fibroblastos, las células musculares lisas vasculares, las células endoteliales y los
condrocitos. Los péptidos de tropoelastina y elastina modulan el comportamiento celular
en un rango de tipos de células para provocar respuestas bioldgicas, que abarcan la
guimiotaxis de monocitos, la migracién de fibroblastos, la proliferacion y la produccién de
proteasas, migracidén de queratinocitos proliferacion del musculo liso, y promocién de un

fenotipo angiogénico en células endoteliales. Otras funciones celulares afectadas por los

96
ESTUDIO DE LA EFICACIA DE LOS BIOESTIMULANTES EN UN MODELO ANIMAL DE EXERESIS CUTANEA EN
RATON SKH1/CR INMUNOCOMPETENTE



DISCUSION

péptidos de elastina incluyen la regulacién de la liberacién de proteasas, producciéon de

matriz extracelular y supervivencia celular.

La elastina y sus derivados también modifican la actividad celular, lo que tiene
implicaciones en la curacién de heridas en adultos. Los fibroblastos dérmicos se adhieren a
la tropoelastina e interactian con los péptidos de elastina, lo que afecta su comportamiento

celular (104,

En cuanto al compuesto de hidrélisis pulmdn-pepsina, no hay nada establecido ya

que no encontramos literatura cientifica al respecto.

Las sustancias que fueron utilizadas durante nuestro proyecto son fuente de estudio
en la actualidad debido a la importancia tanto econdmica como a nivel de salud de la

curacion de las heridas, siendo este un campo que esta en constante e intensa investigacion

[22],

Las lineas de investigacion futuras en el contexto de la cicatrizacidon de heridas son
numerosas. Algunos trabajos se centran en lineas de estudio de moléculas novedosas,
como el éxido nitrico, que parece tener buenas cualidades para su empleo para mejorar la
cicatrizacion de heridas 11112 Otros han investigado el uso de polisacaridos (como la
celulosa, el quitosano o el dcido hialurdénico), proteinas naturales (como la fibroina de seda,
el fibrindogeno y el colageno) y biomateriales compuestos, obteniendo resultados

aceptables, pero con un amplio abanico de posibilidades de mejora 4,

Debido a la actual demanda de productos con cualidades medicinales de origen
natural, se sigue estudiando la eficacia de diversas sustancias como aceites vegetales

[113,114] ' mje| (1151 y probidticos 110! entre otras.

Se ha descubierto recientemente que los ARN no codificantes, como los microARN
y los ARN largos no codificantes, son moduladores significativos de la expresién génica en
diversas rutas celulares. La investigacion ahora ha implicado ARN no codificantes en casi
todas las etapas del proceso de curacion de heridas, lo que sugiere que pueden servir como

objetivos terapéuticos clinicos 117,
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El estudio de la regeneracién tisular por medio de células madre, se postula como
uno de los campos mds prometedores en el ambito de la medicina regenerativa. Las células
madre tienen un enorme potencial para la regeneracion del tejido cutaneo, ya que estas
células no solo pueden regenerar el tejido perdido, sino que también son capaces de
promover la reparacion de la herida por via paracrina. Varios tipos de células madre, como
las células madre embrionarias, células madre mesenquimales, células madre de tejidos
residentes, células madre epiteliales, células madre derivadas de tejido adiposo y células

madre hematopoyéticas, estan actualmente bajo intensa investigacion [17,118119,120,121]

El estudio, por otro lado, cuenta con varias limitaciones. El empleo de un modelo
murino, pese a sus numerosas ventajas, no permite extrapolar los resultados, ya que los
procesos y fases de la cicatrizacién son ligeramente diferentes. Ademas, el hecho de que
exista poca investigacién respecto al compuesto de hidrdlisis pulmdn-pepsina asi como la
falta de estudios que usen el método ecografico en ratones para el seguimiento de la
evolucion de lesiones cutdneas, hicieron mds compleja la planificacién del estudio asi como

su analisis.

En definitiva, el uso de elastina parece que podria tener algin impacto en la
reparacion de lesiones cutdneas segun la evidencia cientifica actual; sin embargo, se hacen
necesarios mas estudios para dirigidos a comprender tanto el mecanismo de actuacién de
esta en las diferentes etapas del proceso reparativo, como esclarecer las posibles dosis,
concentraciones y posologia, con el fin de conseguir una regeneracion epitelial total. Seria
interesante comprobar la eficacia de la elastina utilizando mayores intervalos temporales,
de modo que se pudiese comprobar el aspecto de las cicatrices tras varios meses de
evolucion y asi comprobar si hay alguna mejoria en el aspecto estético de los diferentes
tipos de cicatrices (atréficas, hipertréficas, queloides, hiperpigmentadas, etc.). También
serian interesantes mas estudios en humanos sobre el efecto de este compuesto en la

cicatrizacion de heridas.
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7. CONCLUSIONES

Atendiendo al protocolo utilizado y a los parametros analizados, se puede concluir
que el proceso de cicatrizacién de todas las escisiones generadas se ha desarrollado de
forma rapiday sin grandes diferencias entre los grupos establecidos. Esta rdpida evolucidn,

puede comprometer la deteccién de diferencias entre los grupos de estudio.

1. Respecto a la cicatrizacion a nivel macroscdpico, se encuentra a lo largo de todo
el estudio una mejoria en todos los grupos. Es en el grupo tratado elastina 25% donde se
aprecia una peor cicatrizacion a los 7 dias. No se observan reacciones de hipersensibilidad

local a nivel macroscépico ni microscépico

2. Las valoraciones de las lesiones en piel medidas mediante ecografia modo B del
area de la lesiéon obtenidas son diferentes en los distintos grupos. Un mejor
comportamiento se observé en el grupo 4 (hidrélisis 25%). A nivel de ecografia Doppler
encontramos diferencias estadisticamente significativas en el dia 3 del estudio entre los
distintos grupos 2 (Elastina 50%) y 4 (hidrdlisis 25%), no manteniéndose en los otros

periodos del estudio.

3. A nivel histolégico, se observan diferencias destacables en la inflamacién a los 7
dias comportandose mejor el grupo 4 (hidrélisis 25%). El infiltrado moderado o severo se

asociaba siempre a la presencia de herida.

4. En el andlisis inmunohistoquimico encontramos que la proliferacion celular esta
algo mas activa en fases intermedias. Se observé un marcaje leve en el grupo 1 (Elastina
50% 3 dias), asi como en el grupo 2 (Elastina 50% 7 dias). Destacaba el tratamiento con HP
al 50%, que, en todos los tiempos de estudio, la epidermis mostraba gran actividad

proliferativa.
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DEPARTAMENTO DE DERMATOLOGIA,
ESTOMATOLOGIA, RADIOLOGIA Y
MEDICINA FISICA

HOSPITAL GENERAL UNIVERSITARIO
MORALES MESEGUER

AVDA. MARQUES DE LOS VELEZ, SIN
30008 MURCIA

RESOLUCION

Vista la solicitud para la autorizacion de la realizacion de un proyecto de
investigacion con animales presentada con fecha 29/11/2016 y n° de registro de entrada
201600648247, por D2, Pia Lopez Jornet, como responsable del mismo.

$1004- cold-thS:

7. de 22 de junio.

a0 1059 836

Vista la propuesta del proyecto denominado: “Evaluacion de la capacidad
cicatrizante de nuevos compuestos en un modelo de exéresis cutanea en ratén SKH1”".

Visto el informe favorable del comité ético del establecimiento usuario con codigo
REGA ES300305440012.

Visto el resumen no técnico del proyecto.

Visto el resultado favorable de la evaluacion del proyecto por el érganec habilitado
“Comité Etico de Experimentacién Animal (CEEA) de la Universidad de Murcia”.

0 por 1a Comunidod Avinume de Mur
m.es verficordotumentos & introducier

Visto que en dicha evaluacién se clasifica como Tipo Il, y se indica que no es
necesario llevar a cabo la evaluacién retrospectiva del proyecto.

Visto el Real Decreto 53/2013, de 1 de febrero, por el que se establecen las normas
basicas aplicables para la proteccion de los animales utilizados en experimentacion y otros
fines cientificos, incluyendo la docencia.

Visto el Informe emitido por el Servicio de Produccién Animal al respecto.

e do on documenta sleardnico pdminis

jod puede ser contrastada accediendo o Ja sigoiente direccidn: https:/

Considerando la competencia que tiene atribuida esta Direccion General sobre la
base de lo dispuesto en el Decreto n? 106/2015, de 10 de julio, por €l gue se establecen los
Organos Directivos de la Consejeria de Agua, Agricultura y Medio Ambiente, y con
independencia de otras actuaciones que esta u otra Administracion puedan emprender,
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RESUELVE

Conceder autorizacion a D?. Pia Lépez Jornet, para la realizacion del proyecto
solicitado, como responsable y usuario del mismo, asignandole el cddigo de identificacion
N° A13170104, teniendo esta autorizacién una validez que se corresponderd con la
duracion prevista en su memoria, con un méximo de cinco afios, siempre y cuando no se
produzca una modificacion relevante en dicho procedimiento, en cuyo caso seria necesario
efectuar una nueva solicitud de autorizacidn a la autoridad competente.

Toda la documentacidn pertinente de los proyectos, incluida la informacion referida a
los protocolos de supervision, tratamientos administrados a los animales durante los
procedimientos, bajas imprevistas y fechas y métodos de eutanasia, debera estar a
disposicion del personal del “Comité Etico de Experimentacion Animal (CEEA) de la
Universidad de Murcia” y de Ja autoridad competente, desde el inicio del proyecto hasta al
menos cinco afios después de finalizar el misme.

14-th5¢-545005666265

Lo que en cumplimiento del Art. 40 de la Ley 39/2015, de 1 de octubre, del
Procedimiento Administrativo Comin de las Administraciones Pulblicas se le NOTIFICA,
significdndole que contra dicha Resolucién cabe Recurso de Alzada ante la Excma. Sra.
Consejera de Agua, Agricultura y Medio Ambiente, en el plazo de un mes desde la
recepcion de la presente notificacion, sin perjuicio de poder ejercitar, en su caso, cualquier
otro que se estime pertinente.

09012017 14:22.08 T

LA DIRECTORA GENERAL DE AGRlClMgm‘ DERIA, PESCA Y ACUICULTURA
(documento firmada-eléctrofiicamente al margen)
Fdo. Caymien T, Morales Cuenca
F [P F
< J‘.'}"’\d- :
P

orchivade por fa Comunidad Autdnom

ede ser controstada eccediendu a |u siquisnle direcidsn: hps:f/sede cormes!verifieavdorumentos & in
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