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2 INTRODUCCION
2.1 DIABETES MELLITUS

2.1.1 Conceptoy Epidemiologia

La Diabetes Mellitus (DM) se define como un conjunto de metabolopatias que
tienen en comun altos niveles de glucemia, por déficit de insulinemia o alta resistencia
celular a su efecto, o hiperproduccién de glucosa con disfunciones en el control

metabdlico de lipidos, proteinas e iones.

En el concepto de DM debemos tener presente que, aunque hay una afectacion de
todo el organismo, las manifestaciones clinicas mas evidentes son vasculares, y entre ellas
destacan las microangiopéticas (como oftalmopatia, nefropatia y polineuritis) y las
macroangiopaticas (como la arteriopatia obstructiva cronica multisistémica y
multisegmentaria, con afectacion osteomuscular y presencia de Ulceras e infecciones de

partes blandas) [1].

La DM se ha convertido en un gran problema de salud publica en todo el mundo,
la prevalencia global esta incrementandose llegando a alcanzar el 8,5% en 2016, lo que
corresponde a 387 millones de pacientes. Su incidencia en aumento y su elevada
morbimortalidad la convierten en una amenaza para los sistemas de salud de los estados

actuales y una carga para el paciente y su familia [2].
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En cuanto a Espafia, los resultados del estudio di@bet.es realizado en 2018
demuestran que el 13,8% de los espafioles mayores de 18 afios tiene diabetes tipo 2, lo

que equivale a méas de 5,3 millones de personas [3].

2.1.2 Etiopatogenia

Tanto la DM tipo 1 como la tipo 2 comparten como caracteristica comun la
hiperglucemia, por disminucion y deterioro progresivo de la masa de células en los islotes
pancreaticos o por disminucion en la eficacia de los mecanismos de sefializacion.

En la DM tipo 1, existe un dafio a las células pancreaticas por ataque selectivo del
sistema inmunitario que conlleva la generacién excesiva y prolongada de radicales libres
[4].

La DM tipo 2, es una enfermedad crénica progresiva que se caracteriza por la
resistencia periférica a la insulina en el musculo esquelético, higado, tejido adiposo y por

el fracaso de las células beta pancreaticas para compensar esta resistencia [5].

2.1.3 Fisiopatologia

La primera manifestacion clinica que presenta una persona para ser diagnosticada
como diabética es la hiperglucemia. La hiperglucemia mantenida puede dafar de forma

irreversible el endotelio vascular por diferentes mecanismos:
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1. Un incremento en la concentracion de glucosa intracelular que implica
cambios cuantitativos y cualitativos a nivel de la membrana celular.

2. Un aumento en el proceso de glicosilacion no enzimatica (GNE)

3. Un incremento del estrés oxidativo (EO) causado por la glicosilacion y la
autoxidacion de la glucosa.

El efecto de la hiperglucemia induce al dafio vascular, condicionado por el flujo
excesivo de glucosa a través de varias vias metabdlicas no dependientes de insulina para
su transporte.

La glicosilacion no enzimatica en el caso de la DM se encuentra patoldgicamente
acelerada, sobre todo en periodos de descompensacion metabolica, y trae consigo que las
proteinas modifiquen su estructura, sus propiedades fisico-quimicas y sus funciones
bioldgicas.

La hemoglobina fue la primera proteina glicosilada estudiada y el porcentaje de
glicosilacion se utiliza en la préactica médica como un indice de control glucémico del
paciente.

La hiperglucemia per se tiene un efecto nocivo sobre las enzimas que participan
en el sistema antioxidante de defensa. Por otra parte, los productos finales de la
glicosilacion no enzimaética estan relacionados con una disfuncién endotelial que produce
en el vaso sanguineo un incremento en la permeabilidad, una disminucion en la
antitrombogenicidad, una disfuncion en la actividad fibrinolitica y el incremento de la

adhesion de plaquetas y monocitos, lo que provoca una superficie endotelial permeable y
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trombogénica. Se ha descrito que la disfuncion endotelial precede al debut de las lesiones

tanto micro como macrovasculares [6].

2.1.4 clinicay diagnostico

Confirmar el diagnostico sindromico de la DM no siempre es sencillo. La forma
de presentacion clinica de la enfermedad no es Unica, y aunque la mayoria de los pacientes
muestran sintomas caracteristicos secundarios a la hiperglucemia mantenida durante un
tiempo méas o menos prolongado antes de que la enfermedad se sospeche, otros son
diagnosticados en una fase evolutiva mas temprana mediante el cribado selectivo de
determinados grupos de riesgo, encontrandose completamente asintomaéticos en el
momento del diagnostico. Por este motivo, la Asociacion Americana de Diabetes (ADA),
ha establecido una serie de criterios diagndsticos consensuados, basados en la
determinacion directa de la glucemia o, mas recientemente, en su estimacién indirecta a
través de la hemoglobina glicosilada (HbALc) y en la presencia de sintomas osmoticos
caracteristicos (poliuria, polidipsia y pérdida de peso, entre otros) [7].

En cuanto a los rangos analiticos que presentan estos pacientes, se considera
dentro del rango normal a valores de glicemia en ayunas entre 70 y 100 mg/dl y en
situacion postpandrial, inferiores a 140 mg/dl con alimentacion normal. Existe un estado
intermedio entre normal y diabetes: se considera diabetes a valores de glucemia

superiores a 126 mg/mL y entre 100 y 126 mg/dl en ayunas no se puede hacer el
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diagnostico; a este estado se le denomina intolerancia a la glucosa o glucemia alterada en
ayunas.

Los criterios diagnosticos de DM son los siguientes:

> Glucemia al azar >200 mg/dl en presencia de sintomas de diabetes
(poliuria, polidipsia o pérdida de peso inexplicada).

> Glucemia en ayunas (al menos durante 8 horas) >126 mg/dl.

> Glucemia >200 mg/dl a las 2 horas tras la sobrecarga oral con 75 g de
glucosa (Sobrecarga Oral de Glucosa).

> Hemoglobina glicosilada (HbAlc) >6,5%

En cuanto a la DM tipo 1 es una enfermedad heterogénea que produce
manifestaciones clinicas tardiamente, en general de forma aguda o subaguda, cuando ya
se han destruido la mayoria de las células pancreaticas. En la gran mayoria de los casos,
dicha destruccion estd mediada por una reaccion autoinmune de tipo celular frente a una

0 més proteinas de las células [7,8].

2.1.5 Tratamiento

Medidas generales
El tratamiento debe estar encaminado a descender los niveles de glucemia:

1. Evitar descompensaciones agudas, cetoacidosis o sindrome hiperosmolar
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2. Aliviar los sintomas: (poliuria / polidipsia / astenia / pérdida de peso con
polifagia)

3. Minimizar el riesgo de desarrollo o progresion de retinopatia, nefropatia y/o
neuropatia diabética

4. Evitar las hipoglucemias

5. Mejorar el perfil lipidico de los pacientes

6. Disminuir la mortalidad

Educacion diabetologica

En muchos casos, conseguir niveles de glucemia éptimos requiere un programa
de entrenamiento por parte del paciente en el control de su enfermedad, basado en
determinaciones frecuentes de glucemia capilar, consejo nutricional, practica regular de
ejercicio, régimen de insulina adaptado al estilo de vida, instruccion para prevenir y tratar

las hipoglucemias y evaluacion periddica de los resultados obtenidos.

Recomendaciones nutricionales

El tratamiento dietético es un pilar fundamental en el manejo de la diabetes y en
muchas ocasiones es probablemente la Gnica intervencion necesaria. En lineas generales,
la dieta debe ir orientada hacia la consecucion y mantenimiento de un peso aceptable y
de unos niveles dptimos de glucosa, lipidos y tensién arterial. La proporcién de nutrientes

no sera distinta a la recomendada en la poblacion general, debiendo comer suficientes
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hidratos de carbono en cada comida y evitar los azucares solubles y sus derivados por su
rapida absorcion que eleva la glucemia postprandial. Se recomienda que el total de

calorias consumidas a lo largo del dia se repartan en 4 6 5 comidas.

Tratamiento farmacologico

Para el tratamiento farmacoldgico de la diabetes, se dispone de insulina en sus
distintas presentaciones y antidiabéticos orales (sulfonilureas, biguanidas, inhibidores de
la alfa-glucosidasa, la repaglinida y las tiazolidinedionas).

La insulina debe emplearse siempre en el tratamiento de la DM tipo 1, y en un
nimero importante de pacientes con DM tipo 2. Es una proteina de 51 aminoacidos

encuadrados en dos cadenas que hoy se obtiene por ingenieria genética [9].

2.1.6 Complicaciones

La hiperglucemia mantenida asociada con los llamados Advanced Gycosylation
End product (AGE), es la causa de la aparicion a medio y largo plazo de las

complicaciones vasculares que se representan en la tabla 1.
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MACROANGIOPATICAS MICROANGIOPATICAS

- Enfermedad cardiovascular - Retinopatia diabética

- Enfermedad cerebrovascular - Nefropatia diabética

- Arteriopatia periférica - Neuropatia diabética
- Pie diabético

Tabla 1. Complicaciones por la hiperglucemia mantenida en la DM. (Elaboracion propia)

- Complicaciones macroangiopaticas

a) Enfermedad cardiovascular

Las enfermedades cardiovasculares son la principal causa de morbilidad y
mortalidad entre los pacientes con DM y pueden dar lugar a maltiples complicaciones,
incluyendo la enfermedad arterial coronaria y la hipertrofia cardiaca e insuficiencia
cardiaca [10].

Los estudios de Framingham [11] demuestran gque los pacientes con DM presentan
de dos a cuatro veces mas probabilidades de desarrollar enfermedades cardiovasculares,
y tienen tres veces mas alta tasa de mortalidad global en comparacién con aquellos sin
DM [12].

También, se ha demostrado que el riesgo de fallo cardiaco se incrementa en
pacientes con DM incluso después de estabilizar la enfermedad arterial coronaria y la

hipertension arterial [12].
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La Diabetes conduce a alteraciones estructurales y funcionales cardiacas en el
miocardio, siendo ampliamente reconocido que la hipertrofia de los cardiomiocitos, la
inflamacion cardiaca, la fibrosis, el aumento de la apoptosis, y las anormalidades

metabolicas estan presentes en la miocardiopatia diabética [12].

b) Enfermedad cerebrovascular

El concepto de enfermedad cerebrovascular se refiere a todo trastorno en el cual
un area del encéfalo se afecta de forma transitoria 0 permanente por una isquemia 0
hemorragia, estando uno 0 mas vasos sanguineos cerebrales afectados por un proceso
patoldgico. Los pacientes diabéticos tienen mas riesgo de padecer enfermedad
cerebrovascular que la poblacion no diabética. EI término ictus representa de forma
genérica un grupo de trastornos que incluyen: el infarto cerebral, la hemorragia cerebral

y la hemorragia subaracnoidea [13,14].

c) Arteriopatia periférica

La Enfermedad Arterial Periférica (EAP) es ahora el término preferido para
definir la obstruccion parcial o completa de una o mas arterias periféricas. Otros términos
utilizados para esta condicion son la enfermedad vascular periférica, enfermedad arterial
periférica oclusiva, y la enfermedad arterial de las extremidades inferiores.

Los pacientes diabéticos con enfermedad arterial periférica tienen 5 veces mas

probabilidad de tener una amputacion y triplican sus probabilidades de mortalidad [15].
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Su distribucion anatomica es algo diferente de la poblacion no diabética, con mayor
afectacion de las arterias distales a la rodilla en diabéticos frente a pacientes no diabéticos
[15].

El sintoma mas comdn de la EAP es la claudicacion intermitente que se define
como dolor o calambres en la zona gemelar, muslos o nalgas que aparece de forma

reproducible al caminar y se alivia con el reposo [16].

En 1954, R. Fontaine [17] present6 una sencilla clasificacion para los pacientes
con isquemia crénica de miembros inferiores que se ha aplicado desde entonces de forma
general. Posteriormente, Rutherford [18] propuso otra clasificacion con 7 categorias (0 a
6) para estratificar mas adecuadamente a estos pacientes.

En los pacientes diabéticos, esta claudicacion intermitente puede verse disminuida

en mayor o menor grado por la presencia de neuropatia.

Pruebas diagnosticas de la Enfermedad Arterial Periférica

Existen multiples pruebas diagnosticas para valorar la presencia y la severidad de
la EAP, entre las que cabe destacar el indice tobillo-brazo (ITB) (tabla2), la palpacion de
pulsos, la presion de oxigeno transcutaneo, el indice dedo-brazo, las determinaciones de
la presion segmentaria, y los métodos morfoldgicos: (eco-doppler, angio-TC, angio-RM,
arteriografia) que se deben utilizar para planear la estrategia quirdrgica si se va a realizar

una revascularizacion [19].
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- Indice Tobillo Brazo (ITB)
El ITB es la relacion de la presion arterial sistolica en el tobillo con respecto el
brazo. Un valor anormalmente bajo de este indice es indicativo de una aterosclerosis en
la pierna. Un ITB <0.90 se utiliza comunmente en la practica clinica y epidemioldgica

para diagnosticar la enfermedad arterial periférica, tanto sintomatica como asintomatica

[15].

INDICE ITB SEVERIDAD DE LA ENFERMEDAD
>14 Probable calcificacion
>1’ Probable no enfermedad arterial
Leve enfermedad arterial
0,81-1 .
Enfermedad arterial moderada
0,5-0,8
<05 Enfermedad severa
<03 Isquemia critica

Tabla 2. Valores indicativos de la prueba ITB modificada de Mo Al-Qaisi et al [20]

- Palpacion de pulsos (figura 1)
Los tres elementos fundamentales de la exploracion vascular son inspeccion,

palpacién y auscultacion. La inspeccion permite apreciar trayectos arteriales

hiperpulsatiles (dilataciones o elongaciones arteriales).
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Figura 1. Palpacion la arteria tibial posterior en paciente con arteriopatia diabética. Consulta de
Pie Diabético Hospital Clinico Universitario Virgen de la Arrixaca (HCUVA).

- Presion de oxigeno transcutaneo (TcPo2)

Es una técnica sencilla que mide la cantidad de oxigeno que llega a la piel, lo que
permite la cuantificacion objetiva del grado de isquemia de las extremidades. Se ha
informado de que un nivel TcPo2 mayor de 30 mm Hg es un fuerte predictor de la
cicatrizacion de heridas espontanea en pacientes con Ulceras de pie diabético [16,21].

- El indice dedo-brazo
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Se utiliza para casos de arteriopatia severa o aquellos en los que el paciente
presenta una calcificacion arterial importante ITB (>1,3). Es igual que el 1TB, solo que,
en vez de tomar la presion sistolica del tobillo, se toma la presion del dedo [22].

En las extremidades inferiores suele observarse atrofia muscular, ausencia de
vello y, en fases avanzadas, eritema en declive o «pie de langosta». En estadios muy
avanzados de la enfermedad pueden aparecer lesiones ulceradas, necréticas o de gangrena

como se muestra en la figura 2.

Figura 2. Paciente con escara necrética en el talén, isquemia grado IV Fontaine. Imagen tomada en
la consulta de Pie Diabetico Hospital Clinico Universitario Virgen de la Arrixaca (HCUVA).

- Ecografia-Doppler
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Es una técnica util y ampliamente usada en el estudio de la enfermedad vascular
periférica de las extremidades. Permite la visualizacion dinamica de la pared y de la luz
arterial e identificar facilmente calcificaciones y/o dilataciones (figura 3).

Combinandola con el estudio con Doppler nos permite estimar la gravedad de la

obstruccion [23].

|
|l|\r|l|x||l!ll|ll|||l|l|||!!l

Figura 3. Ecografia-Doppler de un paciente con Pie Diabético y multiples estenosis. Imagen
tomada del servicio de Angiologia Vascular del Hospital Clinico Universitario Virgen de la
Arrixaca (HCUVA)

- Angiografia vascular mediante tomografia computarizada o resonancia magnética

y arteriografia convencional
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La angiografia mediante tomografia computarizada y resonancia magnética
permiten obtener imagenes de alta resolucién de la anatomia vascular que pueden

determinar con precision el grado y la extension de las obstrucciones arteriales (figura 4).

Figura 4. Arteriografia de Miembro Inferior en paciente con Ulcera en Pie Diabético con
permeabilidad de iliacas, femorales y popliteas. Imagen tomada del Servicio de Angiologia Vascular
del Hospital Clinico Universitario Virgen de la Arrixaca (HCUVA).

Complicaciones microangiopaticas

Retinopatia Diabética

La retinopatia hace referencia a cualquier enfermedad no inflamatoria que afecte

a la retina. Las retinopatias mas comunes son la retinopatia diabética, que es una
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complicacion de la diabetes, la retinopatia hipertensiva complicacion de la hipertension

arterial y la retinosis pigmentaria que es una enfermedad de origen genético.

La retinopatia diabética es una complicacion microvascular comun de la DM, que
se produce en casi todos los pacientes con DM tipo 1y el 80% tipo 2 despues de un
periodo de 20 afos. La principal causa de pérdida de vision en estos pacientes y uno de
los mas comunes en adultos de avanzada edad es el Edema Macular Diabético (EMD)
[24].

La Retinopatia Diabética (RD) es una enfermedad potencialmente devastadora y

es la causa mas comun de ceguera.

Nefropatia Diabética

Es una de las complicaciones mas frecuentes en aproximadamente el 50% de los
pacientes diagnosticados. Es el resultado de una disminucién progresiva de la tasa de
filtracién glomerular caracterizada en su fase inicial por una hiperfiltracion glomerular
que en fases mas avanzadas origina una hipertrofia glomerular y un engrosamiento de la
membrana basal, originando una lesién renal que conduce a una insuficiencia renal en los
pacientes diabéticos [25].

El creciente nimero de personas con diabetes ha tenido un importante impacto en

la prevalencia de la nefropatia diabética [9].
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Los métodos que se utilizan como marcadores clinicos de la nefropatia diabética
en la préctica real son: la evaluacién de la funcion renal en términos de la tasa estimada
de filtracion glomerular (EGFR), y la estimacion de dafio renal en los términos de la
albuminuria [26].

Recientes directrices, [25] recomiendan un objetivo de hemoglobina glucosilada
<7.0 % (53 mmol / mol), para prevenir o retrasar la progresién de la microvascular

complicaciones de la diabetes, incluyendo la nefropatia diabética [27].

Neuropatia Diabética

En el sindrome de la Neuropatia Periférica Diabética (NPD) las fibras nerviosas
mas largas se ven afectadas en un grado mayor que las mas cortas porque la velocidad de
conduccion nerviosa se desacelera en proporcion a la longitud del nervio. En el examen
clinico, las extremidades inferiores generalmente revelan sensaciones anormales de
vibracién, presion, dolor, temperatura y percepcion. Las investigaciones sobre los
cambios morfologicos en la neuropatia periférica diabética se han centrado
principalmente en los nervios periféricos, como la degeneracion axonal, desmielinizacion
y patologia de las células Schwann. Desafortunadamente, los mecanismos internos de la
neuropatia periférica diabética siguen siendo desconocidos [9].

Se define NPD como: "la presencia de sintomas y / o signos de disfuncion del

nervio periférico en pacientes con diabetes después de excluir otras causas” [28]. Por lo
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tanto, la NPD debe ser diagnosticada por evaluacion clinica, ya que la ausencia de
sintomas no siempre implica la ausencia de signos.

Esta patologia se produce en los pacientes con DM tipo 1 y DM tipo 2 a causa de
la hiperglucemia cronica. Su inicio suele ser insidioso, por lo que muchos pacientes
permanecen asintomaticos durante un largo periodo de tiempo, y las quejas del paciente

0 un examen de deteccion de rutina a menudo levantan sospechas.

El inadecuado control de la glucosa en pacientes con DM tipol sugiere que la
hiperglucemia es el principal impulsor de la lesion del nervio, mientras que el control de
esta consecuencia en pacientes con DM tipo 2 sugiere que otros factores ademas de la
hiperglucemia son importantes, incluyendo la obesidad, la hipertension, bajas
concentraciones de lipoproteina de alta densidad y la hipertrigliceridemia, que
posiblemente contribuye a la lesion del nervio y, a menudo se asocia con la diabetes [29].

La neuropatia puede ser asintomatica, sintomatica o incapacitante y presentarse
clinicamente como: polineuropatia simétrica distal (sensitiva), polineuropatia asimétrica
proximal (motora), mononeuropatia, radiculopatia, mononeuropatia multiple o
neuropatias mixtas [30].

La neuropatia distal simétrica inicialmente dolorosa o indolora, es de tipo
evolutivo y la mas comun de las complicaciones tardias de la DM, aunque la frecuencia
depende de la duracidn de la diabetes y del control metabdlico [30,20].

Los métodos diagndsticos auxiliares para examinar la sensibilidad son:
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- El monofilamento de Semmens-Weintein 5.07-10g, filamento de nylon que va a
ejercer una presion de 10 gramos justo en el momento que se dobla al tocar la piel,
que es el umbral de proteccion al dolor en el pie. El filamento se aplicara en 10
zonas del pie (Figura 5) perpendicularmente a la superficie de la piel durante no
mas de 1.5 segundos, hasta que se doble, en ese momento esta aplicando una
fuerza de 10 g, el paciente debera decir si lo ha detectado, la prueba tiene una
sensibilidad 91%, especificidad 86%, valor predictivo positivo 39%, valor

predictivo negativo 95%.

[£] Semmes-Weinstsin Monofilament Test

Apply Pressura
Until Monofilament
Buckles

K ) | 8
[B] Testing Sites
CUNE ™
(S ??
L8 \
First /A b__ﬁﬂh \ |
Metatarsal \  Third I Metatarsal

Monofilament Test*

Other Recommended Sites

A pan
7o

Figura 5. El monofilamento Semmes-Weinstein 5,07 consiste en un mango de plastico que soporta
un hilo de nylon. El filamento se coloca perpendicular a la piel, y se aplica presion hasta que la
hebilla del filamento se doble. El filamento se mantiene en su lugar durante aproximadamente 1
segundo. La incapacidad para percibir el la fuerza (10g) que se aplica es asociada con neuropatia.
El test se realza en diez sitios para evaluar todos los dermatomas del pie mejorando asi la
sensibilidad y especificidad en comparacién con la prueba realizada en un solo punto del pie.
Tomada de Singh, N. 2005 [31].
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- El diapason de 128 ciclos por segundo y con orejuelas, se explora la sensibilidad
profunda para determinar la presencia de apalestesia o hipopalestesia, colocando
el instrumento en las salientes dseas. También debera examinarse el sentido de

posicion de cada uno de los puntos analizados (sensibilidad profunda) [20, 30].

La sospecha diagnostica se establece tras la anamnesis y exploracion fisica, y mediante
la electromiografia (EMG) se confirma el diagndstico y se controla la evolucion de la

enfermedad [32].

2.2 PIE DIABETICO

2.2.1 Epidemiologia

Entre las personas con diagnostico de DM, el riesgo de desarrollar una Ulcera
en el pie se estima en un 15%. La incidencia anual basada en la poblacion oscila entre el
1,0% y el 4,1% y la prevalencia entre el 4% y el 10%, lo que sugiere que la incidencia de
por vida puede ser tan alta como la enfermedad [33].

La enfermedad vascular periférica puede alcanzar hasta el 25% de los casos,
quienes tienen un riesgo 30 veces mayor de sufrir una amputacion [33-35].

De todas las complicaciones de la DM, el pie diabético es uno de las méas devastadoras y
costosas [36].
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Uno de los resultados de la neuropatia es el desarrollo de un pie insensible, lo
que aumenta el riesgo de ulceracion. La degeneracion de la inervacion sensorial conduce
a insensibilidad al dolor causado por las ulceras, heridas o infecciones, las cuales son las

principales causas de la pérdida de la extremidad.

2.2.2 Definicion del Sindrome del Pie Diabético (DFS)

Se define, segun la Organizacién Mundial de la Salud, como " Ulceracion del
pie (en sentido distal desde el tobillo, incluyendo este) en el paciente diabético asociado
con la neuropatia y diferentes grados de isquemia e infeccion". Representa una seria
complicacion de la DM de larga evolucion que conlleva a amputaciones, discapacidad y

reduccion de la calidad de vida [34].

2.2.3 Fisiopatologia

El inicio de la alteracién clinica del Pie Diabético radica en el descontrol
metabdlico, por otro lado la misma hiperglucemia sostenida provoca alteracion en la

vasculatura endoneural, disminuyendo el flujo y ocasionando hipoxia neural.

La afectacion sensitiva suele ser asintomatica. Produce inicialmente pérdida de
la sensacion de dolor y temperatura, y posteriormente de la percepcion de vibracion y de
la sensibilidad superficial. Debido a ella los diabéticos no son capaces de detectar los

cambios de temperatura, el exceso de presion producido por zapatos ajustados o cualquier
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otro traumatismo mantenido. La afectacion motora provoca atrofia y debilidad de los
musculos intrinsecos del pie, perdiendose la funcién de estabilizacion de las
articulaciones metatarsofalangicas e interfalangicas, produciendo una contractura
dindmica de los flexores y extensores largos, provocando dedos en martillo y dedos en
garra, que conducen a la protrusion de las cabezas de los metatarsianos y a una
distribucion anormal de las cargas en el pie [35].

Por lo tanto, existen unos factores predisponentes, neuropatia asociada en mayor
0 menor grado a macro y microangiopatia, que provocan un pie vulnerable, de alto riesgo;
unos factores precipitantes o desencadenantes, generalmente un traumatismo mecanico,
que producen una Ulcera o necrosis, y unos factores agravantes que determinan el
prondstico de la extremidad, que son la infeccidn, que provocara dafio tisular extenso, la
isquemia que retrasara la cicatrizacion y la neuropatia que evitara el reconocimiento tanto

de la lesién como del factor precipitante (figura 6) [35].
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Factores predisponentes
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Figura 6. Mecanismo de produccién de la Glcera de Pie Diabético. Tomada de Blanes, 2012 [35].



2.2.4 Ulceras

La ulceracion del pie es el precursor mas comun de amputacion de miembros
inferiores entre los pacientes diabéticos. La presencia de ulceracion del pie se considera
un importante riesgo para la morbilidad, la mortalidad y la discapacidad apoyada por el
hecho de que alrededor del 80% de las amputaciones no traumaticas son causadas por la
presencia de diabetes y el 85% de estas amputaciones son precedidos por una Ulcera en

el pie [34,35].

2.2.5 Clasificacion

Las Ulceras diabéticas puede ser clasificadas en funcion de la gravedad como:
leves (superficiales y limitadas en tamafio y profundidad), moderadas (mas profundo o
mas extensa) o graves (acompafiado de signos sistémicos o perturbaciones metabdlicas),

0 en los grados utilizando la escala Wagner y Armstrong (Tabla 3) [37].
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Wagner O Wagner 1 Wagner 2 Wagner 3 Wagner 4 Wagner 5
Armstrong A Lesiones pre Ulcera Tendodn, Huesoy Gangrena y Gangrena
0 post superficial | articulacion articulacion articulacion requiere
ulcerativas o capsula desarticula
cion
Armstrong B Con Con Con Con Con Con
infeccion infeccion infeccion infeccion infeccion infeccion
Armstrong C Con Con Con Con Con Con
isquemia isquemia isquemia isquemia isquemia isquemia
Armstrong D Con Con Con Con Con Con
infeccién e infeccidn e infeccidn e infeccion e infeccion e infeccion e
isquemia isquemia isquemia isquemia isquemia isquemia

Tabla 3. Clasificacion Wagner-Armstrong. Tomada de Beckmann, KH. [37]

La clasificacion de Texas ("Escala Texas") de tipo bidimensional disefiada por
Lavery y Armstrong en 1996 [38] y posteriormente validada en 1998 [39], es un sistema
de clasificacion donde las lesiones son estadiadas en base a dos criterios

principales: profundidad y existencia de infeccion/isquemia (tabla 4) [39].
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Pre o post lesién
ulcerativa

Herida superficial en
dermis

Dermis, tejido
subcutaneo, musculo,
tenddn o capsula

Penetra en hueso

Infectada e
isquémica 50%

Infectada e
isquémica 50%

Infectada e isquémica
100%

A No infectada o No infectada o No infectada o No infectada o

isquémica 0% isquémica 0% isquemica 0% isquémica N/A
° Infectada 12.5% Infectada 8,5% Infectada 28,6% Infectada 92%
. Isquémica 25% Isquémica 20% Isquémica 25% Isquémica 100%
D

Infectada e isquémica
100%

Tabla 4. Clasificacion de Ulceras de Pie Diabético de la Universidad de Texas. A medida que
avanza a traves del eje X (profundidad) y abajo de la Y eje (etapa), aumenta el riesgo de
amputacién. Tomada de Hesman, G. [39]

En 2003, el International Working Group of the Diabetic Foot (IWGDF) [40]

introdujo su sistema de clasificacion PEDIS identificando 5 categorias:

P (Perfusion) E (Extension/Tamafio) D (Profundidad/Pérdida de tejido) |

(Infeccion) S (Sensibilidad).

El International Consensus on the Diabetic Foot & Practical and Specific

Guidelines on the Management and Prevention of the Diabetic Foot 2011 [40,41] siguen

apoyando el uso del sistema PEDIS (tabla 5) como sistema de clasificacion de las Ulceras

de Pie Diabético. Para cada categoria dentro de este sistema se ofrece una medida de

gradacion que describe la gravedad dentro de la misma.

45



Perfusion

Extension

Profundidad

Infeccion

Sensibilidad

Debe medirse

Ulcera de
. . encm2 tras el
No hay signos ni . . espesor total
. desbridamiento. -
GRADO sintomas de El borde superficial, No se detecta
enfermedad en gue no . pérdida de
. externo de la No sintomas de .
pie. Pulso . penetra en . L sensibilidad
1 Glcera debe ) infeccion
palpable, ITB* de medirse desde ninguna protectora en el
0,9-1, TBI<0.6, la piel intacta estructura pie afectado.
TcPo*>60mmHg P mas alla de la
que rodea la .
i dermis.
Ulcera.
Ausencia de
) sensibilidad a la
Presencia de presion,
claudicacion Ulcera determinada con
intermitente. profunda que un
ITB < 0,9 pero penetra por Dolor monofilamento
con presion en el debajo de la Calor de 10gr, en 2 de
GRADO tobillo < 50mmH dermis en Eritema >0,5- 3 puntos en el
9 ’ lado plantar del
2 o estructuras 2cm pie, 0
ITB< 0,6 pero con subcutaneas, Secrecion Ausencia de
presién sistolica afectando a purulenta sensibilidad
en el dedo del pie fascia, vibratoria
> 30mmHg o musculo o (detgrmmgda
TcPo 20-30mmHg tendon. por diapason de
128Hz), 0
umbral de
vibracién > 25V.
Isquemia critica Afectacion de
del miembro todas las
definida por: siguientes
Presion sistdlica estructuras
GRADO en el tobillo del pie, Eritema >2cm
<50mmHg o incluidos el smigrlr?;s
3 Presion swtohcg hueso y/o la presentes en el
en el dedo del pie articulacion grado 2
<30mmHg o (hueso
TcPo <30mmHg expuestov
alcance del
hueso).
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Temperatura >38
090
pulsaciones/min
>20 respiraciones

GRADO .
/min
4 PaC0O2<32mmHg
Recuento
leucocitario
>12.000 0<4000

Tabla 5. Graduacion de las Glceras segun el sistema PEDIS. *ITB: Indice Tobillo Brazo,*PcPO2:
Presiéon Transcutanea de Oxigeno, PaCO2: Presion Parcial de Didxido de Carbono. Modificado de
Schaper, N.C. 2004 [40]

2.2.6 Localizaciones de las Ulceras en Pie Diabético

Figura 7. Imagen de las zonas de localizacion de Ulceras en Pie Diabético (Elaboracion propia)
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Las ulceras (figura 7), pueden localizarse en cualquier parte del pie siendo mas
comdn en la zona plantar y en las cabezas metatarsales por hiperqueratosis previa
(neuropaticas y charcot), en el talon o en la primera y quinta cabeza de los metatarsianos
(isquemia) [42]. Las ulceras digitales en dedos en garra y en martillo son comunes por

traumatismos, y las Ulceras en el calcaneo, por decubito y presion mantenida.

Las Ulceras que aparecen en la parte posterior de la articulacion interfalangica de
dedos en garra o en martillo, en la zona mas prominente de juanetes, en los dedos de los
pies del 12 y 5% en los margenes laterales, o en la parte posterior del pie, se deben a la
presion y friccion repetida en esta area por lo general inducida por el calzado. En las zonas
en las que se ha producido una protuberancia 6sea (Ulceras neuropaticas) la lesion
aparecera en la planta del pie (mal perforante plantar), en la enfermedad de las
articulaciones de Charcot, con la deformacién plantar en balancin, las Ulceras ocurren

debido al aumento de la presion generada al caminar [35] (Figura 8).

2.2.7 Isquemia

El concepto de isquemia critica cronica de los miembros inferiores representa la
etapa final de la Enfermedad Arterial Periférica Oclusiva (EAPQ), se refiere a un estado

de insuficiencia arterial que reduce la presion de perfusion distal hasta tal punto que la
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microcirculacion y el aporte de nutrientes en el flujo de sangre que llega a los tejidos esta

gravemente disminuido [35,42].

La Isquemia critica del miembro inferior, tanto en pacientes diabéticos como no
diabéticos, se define por cualquiera de los dos criterios siguientes:

> Dolor isquémico persistente y recurrente en reposo, que requiere
regularmente analgesia durante mas de dos semanas con una presion sistolica en el tobillo
de 50 mmHg y/ o presién sistolica en el dedo de 30 mmHg;

> Ulceracion o gangrena del pie o de los dedos de los pies, con una presién

sistdlica en el tobillo de 50 mmHg o la presion sistolica del dedo del pie de 30 mmHg.

Las ulceraciones que se producen en el contexto de la isquemia severa relacionada
con EAPO, se encuentran en la extremidad del miembro inferior y en los dedos de los
pies y los pies. Clinicamente, tienen un borde inactivo, una palida base necrética o estan
cubiertas de material de fibrina. Mientras que el dolor isquémico cronico en reposo tiene
una presentacion estandarizada la Glcera isquémica y la gangrena del dedo del pie son

mucho mas dificiles de identificar claramente como lesiones atribuibles a EAPO [35,42].

En esquema, se encuentran tres situaciones. La insuficiencia arterial es grave, y

la lesion isquémica de la piel se produce de forma espontanea o después de un trauma

menor. La insuficiencia arterial es moderada pero lo suficientemente grave como para
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poner en peligro el proceso de curacion de cualquier lesion de la piel. Y por ultimo, la
EAPO esta presente, pero s6lo como una condicion asociada, sin relacion causal con
lesiones de la piel.

En el Inter-Society Consensus for the Management of Peripheral Arterial Disease

(TASC 1) de 2007 [43]. Se presentaron las siguientes recomendaciones:

Recomendacion 16: Definicion clinica de la Isquemia Critica Cronica de las
extremidades (CLI) como que debe ser utilizada para todos los pacientes con dolor
isquémico en reposo, con Ulceras 0 gangrena atribuible objetivamente a enfermedad
arterial oclusiva. El término CLI implica cronicidad y es debe distinguirse de isquemia
del miembro aguda.

Recomendacion 19: El diagnostico de la isquemia critica de las extremidades es
un diagndstico clinico, pero debe ser apoyado por pruebas objetivas como un dolor
isquémico en reposo, que se produce con mayor frecuencia por debajo de una presion en

el tobillo de 50 mmHg o una presion del dedo del pie menos de 30 mmHg.

Mas de 70% de los pacientes diabéticos con Ulceras curadas, desencadenan nuevas

Ulceras en los 5 afios siguientes, lo que explica la alta frecuencia de amputaciones entre

10- 15.000 / afio, precedidas por una ulceracion no reconocida [44].
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No todas las heridas diabéticas son isquémicas, pero en comparacion con las
Ulceras neuropaticas 0 mixtas, tienen un peor pronostico, con una la supervivencia a 5
afios del 40% (65% para las Ulceras neuropaticas) y una tasa de amputacion del 28%.

Una de las caracteristicas fundamentales de la diabetes es el predominio de la
enfermedad difusa y extensa a lo largo de las arterias tibiales subpoplitea ya sea en forma

aislada o junto con lesiones proximales obstructivas femoropopliteas [45].

2.2.8 Infeccion

Se considera que una Ulcera del pie diabético estd infectada cuando tiene
supuracion, o estan presentes dos o mas signos inflamatorios (eritema, calor, dolor,
induracion o sensibilidad). El diagndstico de una osteomielitis (infeccion 0Osea)
subyacente, requiere pruebas de imagen compatibles.

El puerto de entrada de una infeccion en pie diabético se produce casi siempre en
pacientes que han sufrido una lesion aguda en el pie con la solucion de continuidad de la
barrera dérmica.

La primera fase del diagnostico es establecer si la Ulcera es neuropatica o
neuroisquémica. Una causa importante de infecciones, a menudo graves de la extremidad
inferior se origina por sobreinfeccion de bacterias cocos gram positivos presentes en

fisuras de la piel y espacios interdigitales, a su vez infectados por dermatofitos [46].
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En pacientes diabéticos con neuropatia y pérdida sensitiva, las heridas penetrantes
en la planta del pie pueden pasar totalmente desapercibidas, hasta que los signos de
infeccion aparecen mas tarde. Estas lesiones se deben principalmente a agresiones
térmicas o por iatrogenia (intervenciones podoldgicas). También pueden deberse a

lesiones interdigitales de la onicomicosis u onicocriptosis.

La isquemia, es otra de las causas de las Ulceras del Pie Diabético, que a menudo
afecta a los dedos del pie y el talén. La infeccidn de estas Ulceras progresa rapidamente y
con frecuencia representa un grave riesgo de amputacion. La reaccion inflamatoria es
inadecuada, ya que su capacidad de vasodilatacion, la formacién de edema y la

infiltracion de leucocitos esta disminuida.

Dependiendo de la lesion inicial y su localizacion anatomica, la infeccion puede
evolucionar en funcién de varias formas clinicas. Para la piel y de tejidos blandos se
distinguen dos formas: la superficial (dermis y epidermis), como celulitis y erisipela; y la
profunda, tales como fascitis necrosante situada en el tejido celular subcutaneo y
mionecrosis y abscesos que se dan en la fascia profunda y el mdsculo. También puede

extenderse a las articulaciones subyacentes (artritis) y al hueso (osteomielitis).
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En presencia de un Pie Diabético caliente e hinchado con lesiones ulceradas, es
necesario establecer el diagnostico diferencial entre neuroartropatia de Charcot aguda, y
unas condiciones infecciosas, incluyendo celulitis, absceso plantar u osteomielitis [47].

La osteomielitis puede estar presente con frecuencia en pacientes con infeccion de
moderada a grave en el pie diabético. Es poco probable que la herida sane si no se

identifica y se trata de forma adecuada cualquier osteomielitis subyacente [48].

Todas las ulceras cronicas en el tiempo terminan siendo invadidas por
microorganismos que forman parte de la microbiota de la piel circundante

(Staphylococcus spp y Streptococcus spp), y posteriormente de cualquier otra fuente.

Segun las recientes directrices de la Diabetic Foot Infection Classification
Schemes: IDSA/International Working Group on the Diabetic Foot [49] se define la
infeccion grave como la presencia de infeccion local asociada con signos de sindrome de

respuesta inflamatoria sistémica [49]. (Tabla 6)
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DESCRIPCION CLINICA IDSA | IWGDF

Herida sin purulencia o cualquier manifestacion de la inflamacién no
infectada > 2 manifestaciones de la inflamacion ( purulencia o eritema ,
dolor , sensibilidad, calor , o induracién ) ; cualquier celulitis o eritema se
extiende <2 cm alrededor de la tlcera , y la infeccion se limita a la piel o
tejidos subcutaneos superficiales ; no hay complicaciones locales o
sistémicas de enfermedad

No
infectada

La infeccion en un paciente sistémicamente bien y metabdlicamente estable
pero tiene de > 2 cm ; linfangitis ; extendido por debajo de la fascia ; tejido
profundo absceso; gangrena; muasculos, tendones , articulaciones o
afectacion de la médula

Leve 2

Paciente que demuestra signos de respuesta inflamatoria sistémica sindrome
se manifiesta por > de los siguientes: >38°C Temperatura o , <36°C La
frecuencia cardiaca >90 Ipm Frecuencia respiratoria >20 respiraciones /

minuto o PaC0O2 , <32 mmHg count >12,000 de glébulos blancos o0 <4.000

células / microlitro 0 >10 % células inmaduras (bandas)

Moderado 3

La toxicidad sistémica también puede presentarse con la anorexia,
escalofrios, hipotension, confusién, vémitos, acidosis, hiperglucemiay /o
azoemia. La Severo 4
presencia de isquemia critica de las extremidades puede aumentar el nivel de
gravedad.

Tabla 6. Sistema de clasificacién de la infeccion del Pie Diabético segun la Sociedad Americana de
Enfermedades Infecciosas (IDSA) y el Grupo de Trabajo Internacional sobre el Pie Diabético
(IWGDF). Adaptado de Lipsky et al. 2012. [49]

La toma de una muestra adecuada y la recogida con un hisopo es decisiva para
que el diagndstico microbioldgico (biopsia, legrado, aspiracién percutanea). Si la

infeccion es grave, con manifestaciones sistémicas, deberan tomarse hemocultivos.
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Sobre la base de los resultados de los estudios disponibles, ningun farmaco solo o
combinacion de agentes parece ser superior a cualquier otro [50,51]. Desde la publicacién
del 2004 de las directrices de la Food and Drug Administration (FDA) se han aprobado 3
antibioticos (ertapenem, linezolid y piperacilina-tazobactam) especificamente para el

tratamiento de las Diabetic Foot Infection (DFI) [49].

2.2.9 Aspectos clinicos generales

En la tabla 7 se muestran las recomendaciones para evaluar el Pie Diabético de la
Asociacion Americana de Diabetes (ADA) con la Asociacion Americana de
Endocrinologia Clinica (AACE) y el Grupo de Trabajo Internacional del Pie Diabético

(IWGDF).
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Recomendacion ADA y AACE

La sensacion de presién mediante con el monofilamento Semmes-Weinstein 5,07 (10 g) debe demostrarse
al paciente en un sitio proximal (Por ejemplo, parte superior del brazo). En cuatro sitios (primera, terceray
quinta cabeza de los metatarsianos y la superficie plantar del hallux distal) deben ser probados en cada pie.
Evitar las zonas de callos. Los pacientes deben cerrar sus 0jos mientras se esta probando. Pedir al paciente
que responder "si" 0 "no" e identificar el sitio correcto cuando se le pregunta si se aplica el
monofilamento. La pérdida de la capacidad de detectar esta presién en uno o sitios anatdmicos mas se
considera anormal.

Recomendaciones IWGDF

En primer lugar, aplicar el monofilamento en las manos del paciente (o el codo o la frente) para que él /
ella sepa qué esperar. Los pacientes deben cerrar los 0jos mientras se esta realizando. Aplicar el
monofilamento perpendicular a la superficie de la piel con la fuerza suficiente para hacer que el filamento
se doble en tres sitios (primeras cabezas de los metatarsianos y quinto, y la superficie plantar del hallux
distal) en ambos pies. Ejecutar la accion durante aproximadamente 2 segundos. No aplicar el filamento en
un sitio de la Ulcera, callos, cicatriz, o tejido necrético. Preguntar al paciente si él / ella siente la presion
aplicada ("'si" / "no") y, donde ("pie izquierdo" / "pie derecho").

Aplicar dos veces en el mismo sitio y se alternan con al menos una aplicacién "fingida" en el que no se
aplica ningun filamento (un total de tres preguntas por sitio). La percepcién de proteccion estd ausente con
dos de cada tres respuestas incorrectas.

Recomendaciones ADA y AACE

Percepcion de la vibracién usando un diapasén de ajuste de 128 Hz. Aplicar el diapason sobre la punta del
primer dedo de forma bilateral. La respuesta es anormal cuando el paciente pierde la sensacién vibratoria
y el examinador todavia lo percibe.

Recomendaciones IWGDF

En primer lugar, aplicar el diapasén en la mufieca del paciente (codo o la clavicula) para que €l / ella sepa
qué esperar. Los pacientes deben cerrar sus 0jos mientras se estan ejecutando. Aplicar el diapasén
perpendicularmente con presién constante sobre una parte 6sea en la cara dorsal de la falange distal del
primer dedo. Repetir esta aplicacién dos veces y se alternan con al menos una aplicacién en el que el
diapason no vibre. La prueba es negativa ("en riesgo de ulceracién™) con dos de cada tres respuestas
incorrectas.

Recomendaciones ADA y AACE

Pruebas del umbral de percepcion de la vibracion (VPT). Coloque el lapiz tactil de la biotesiometro sobre
el hallux dorsal. Aumentar la amplitud hasta que el paciente puede detectar la vibracion. La media de tres
lecturas se toma sobre cada hallux. Valores de VPT> 25 V se consideran como anormales.

Recomendaciones ADA y AACE

Sensacion de pinchazo. Aplicar un dispositivo con una aguja afilada desechable estéril, se recomienda
romper un aplicador de algodén para crear una punta relativamente aguda o usar la punta de un boligrafo
para realizar un pinchazo inmediatamente proximal a la ufia del pie en la superficie dorsal de la hallux con
la presidn suficiente para deformar la piel. La incapacidad para percibir un pinchazo sobre cualquier
hallux seria considerado como un resultado de la prueba anormal.

Recomendaciones ADA y AACE

Reflejos del tobillo. Con el paciente, ya sea de rodillas o descansando sobre una mesa. El tendén de
Aquiles se debe estirar hasta que el tobillo esté relajado antes de golpear con el martillo de reflejos. La
ausencia total de reflejo tobillo se considera como un resultado anormal.

Tabla 7. Recomendaciones ADA, AACE e IWGDF. Modificada de Morey-Vargas, O.L. 2015[52]
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La evaluacion clinica del Pie Diabético recoge de forma sistematica aquellos datos
relevantes de la historia, examen fisico, e inspeccion del calzado como componente clave
de la evaluacion de los pacientes con diabetes (Tabla 8).

Es particularmente importante identificar una historia previa de Ulceras o
amputaciones, ya que ha sido reconocido como un fuerte factor de riesgo para posteriores
complicaciones [53].

Las guias clinicas recomiendan que todos los pacientes con diabetes deban hacerse
un examen minucioso de los pies al menos una vez al afio, y con mas frecuencia si se trata

de un pie identificado de alto riesgo [54, 55].

HISTORIA CLINICA

Factores de riesgo en ulceracion

Historia de las Ulceras del pie, amputacion, artropatia de Charcot, o infecciones previas en los pies.
Antecedentes de enfermedad arterial periférica previa.

Revascularizacion. Problemas de vision. Evaluacién de los comportamientos que pueden aumentar el riesgo de
lesion en el pie (por ejemplo, caminar descalzo).

Historia médica y social relevante

Determinar la duracién de la diabetes, el control glucémico, y la presencia de otras complicaciones de la diabetes
(por ejemplo, nefropatia, retinopatia).

El consumo de cigarrillos, la educacién del pie anterior, y el aislamiento social.

Sintomas neuropaticos
Positivo (por ejemplo, hormigueo, ardor o sensaciones eléctricas. Dolor, especialmente nocturna). Negativo (por
ejemplo, entumecimiento).

Sintomas de la enfermedad arterial periférica

La claudicacion intermitente (es decir, dolor o calambres en las pantorrillas, los muslos o las nalgas que aparece
con el ejercicio y se alivia con el reposo). Dolor en reposo (frecuentemente por medio de la parte delantera del pie
y el peor en la noche con la elevacién de las piernas).

Examen fisico

Dermatolégico

Controlar por areas de eritema, calor, formacion de ampollas, callos, hemorragia subcallus, callos, Ulceras o
signos de celulitis. Controlar por sequedad de la piel o fisuras. Edema o linfaedema. Compruebe si hay lesiones
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interdigitales (por ejemplo, maceracion, fisuras, o tinea pedis). Trastornos en las ufias del dedo del pie (por
ejemplo, distrofia, onicomicosis, onicocriptosis, encarnada, o paroniquia).

Musculoesqueleticas

Evaluar la presencia de deformidades (por ejemplo, dedos en garra, dedos en martillo, cabezas de los
metatarsianos prominentes, juanetes, o signos de artropatia de Charcot). Atrofia muscular intrinseca, contracturas
del tenddn de Aquiles, y la movilidad articular limitada (por ejemplo, menos de 50 ° de la falta de soporte de peso
pasiva dorsiflexion del hallux).

Neurolégico

Evaluar la presion usando un monofilamento de 10 g, percepcion de la vibracién (diapasén de 128 Hz o la
medicidn de la percepcion del umbral de vibracién), pinchazo sensacion de dolor, y los reflejos tendinosos
profundos de Aquiles.

Vascular

La palpacion de pulsos (femoral comun, poplitea, tibial posterior y pedio) evaluar si "presente” o "ausente".
Evaluar el aumento de palidez, rubor, gradiente de temperatura (extremidad ipsilateral y contralateral), frialdad de
la piel o atrofia, la ausencia del crecimiento del pelo, onicodistrofia, o gangrena.

Evaluacion del calzado
Evaluar para un ajuste (por ejemplo, demasiado estrecho, demasiado corto, no aptos para los dedos deformados),
la profundidad de la zona de los dedos, los patrones de desgaste, cuerpos extrafios, plantillas, ortésis.

Tabla 8. Evaluacion clinica de los factores predisponentes en Glceras de Pie Diabético. Tomada de
Morey Vargas, O.L. 2015 [52]

2.2.10 Exploracion de las ulceras

Una vez instaurada la Glcera y en concordancia con la anamnesis, exploracion
fisica y pruebas complementarias, se valoraran los siguientes aspectos: el tipo de Ulcera,
tamafio, profundidad y localizacion, el color y estado del lecho, y si hay hueso expuesto;
la presencia de signos clinicos de infeccion (dolor, rubor y calor), exudado, color y
consistencia y el estado del borde de la herida y se realizard un examen semiolégico
completo para valorar su evolucion y documentar las caracteristicas de la Ulcera (tabla 9).

Es util tomar una imagen digital de las UPD en la primera visita, y periédicamente

a partir de entonces para documentar el progreso y/o evolucion.
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El diagndstico de la causa de la ulcera es esencial con el fin de planificar el
tratamiento y mejorar la cicatrizacion de las la Ulceras.

Ulceras Neuropaticas

Ulceras Neuroisquémicas

Ausencia de dolor
Presencia de pulsos
Apariencia de perforaciones
Situado en la planta del pie
Presencia de callosidades
Pérdida de la sensibilidad
Aumento del flujo
(derivaciones arteriovenosas )
Venas dilatadas
Pie caliente y seco
Aspecto rojo
Deformidades de los huesos

Dolorosos
Ausencia de pulso
Margenes irregulales
En los dedos de los pies
Ausencia de callosidades
Hallazgos sensoriales
Disminucidn del flujo sanguineo

Colapso de venas
Pies frios
Aspecto palido y ciandtico
No deformidades dseas

Tabla 9. Diagnostico diferencial entre Glceras Neuropaticas y Neuroisquémicas. Elaboracion propia.

En 1995, Grayson et al. [56] describieron una técnica clinica que utilizaron en
pacientes diabéticos con infeccidn en los pies que consiste en la exploracién de la herida
mediante la palpacion del hueso con una sonda estéril acanalada. Su hallazgo mas
importante fue que la técnica probe to bone (PTB) tuvo un valor predictivo positivo del
89%, lo que lleva a la conclusion de que una prueba positiva hace generalmente

innecesario estudios de imagen para el diagndstico de osteomielitis [56,57].
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2.2.11 Aspectos terapéuticos (Cura ambiental, Terapia de Presion Negativa Topica

(TPNT), Camara hiperbarica, Terapia celular)

La European Wound Management Association (EWMA) propone el acrénimo
TIME [58] que consta de cuatro componentes clave. T: Control del tejido no viable. I:
Control de la inflamacion y de la infeccion. M: Control del exudado. E: Estimulacion de
los bordes epiteliales.

Los componentes individuales de TIME ofrecen unas pautas para ayudar a los
profesionales sanitarios a desarrollar un enfoque integral, mediante el cual pueda
aplicarse el conocimiento cientifico basico para desarrollar estrategias que optimicen las
condiciones de cicatrizacion de las heridas cronicas.

La técnica de desbridamiento a seguir (quirdrgico, cortante, enzimatico o
autolitico) dependera de la localizacion, extension y profundidad de la lesion.

La infeccion no es sélo la complicacion mas frecuente, sino una de las principales
causas de su cronicidad. Los apdsitos de plata o de cadexomero iodado han resultado
utiles para disminuir la carga bacteriana.

Para control del exudado se utilizan los apoésitos de alginato, hidrofibra de
hidrocoloide y espumas de poliuretano. Las decisiones con respecto a qué tipo de apdsito
conviene aplicar deben basarse en los protocolos establecidos en cada centro y en las

caracteristicas y tipo de lesion.
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2.2.12 Valoracion clinica del riesgo y prevencion

El médico general, el médico internista y el endocrinélogo tienen la oportunidad
del manejo inicial del paciente con Pie Diabético, ya que en la mayoria de los casos y de
acuerdo al nivel de atencion, el paciente acudira a alguno de ellos y tendra que conocer
los tratamientos adicionales a su especialidad para canalizar y tratar en conjunto
oportunamente al paciente, ademas debera hacer una buena clasificacion y conseguir un
buen control metabdlico en el paciente.

En cuanto a la prevencion hay que prestar especial atencion a los factores
predisponentes que dan lugar a un “pie vulnerable”, con un alto riesgo de lesion. Estos

los clasificaremos en factores primarios, secundarios y nivel socioeconémico.

Factores primarios

Neuropatia

La neuropatia esta implicada en la fisiopatologia de la Ulcera en un 80-90% de los
casos. Esta neuropatia afecta a las fibras nerviosas sensitivas, motoras y autonémicas,
produciendo diferentes manifestaciones a nivel del pie. La afectacion sensitiva disminuye
tanto la sensibilidad profunda (sentido de la posicion de los dedos) como la superficial
(tactil, térmica y dolorosa) y por tanto, la capacidad del sujeto de sentir una agresién en
el pie (zapatos muy ajustados, cuerpo extrafio dentro del zapato, caminar sobre superficie

con demasiada temperatura, sobrecarga de presion, microtraumatismos). De esta manera,
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el paciente no podra advertir la lesion ni poner en marcha mecanismos de defensa para
evitarla [59].

Macroangiopatia

La afectacion arteriosclerotica de los vasos de mediano y gran calibre, tiene en el
paciente con diabetes predileccion por las arterias geniculares de la pierna, y es bilateral
y segmentaria, en varones con diabetes es cuatro veces mas frecuente, mientras que es
ocho veces mas frecuente en mujeres con respecto a la poblacion general. La disminucién
del oxigeno y nutrientes conduce a la necrosis cutanea, dando lugar a la Glcera
neuroisquémica. De igual forma, se dificulta la cicatrizacién de heridas y el tratamiento

de la infeccion [59].

Factores secundarios

Artropatia

La causa més frecuente de artropatia neuropética es la diabetes. La denervacion
osteoarticular origina una desestabilizacion articular dando lugar a un mal reparto de las
cargas y traumatismos repetidos, lo que desencadena fragmentacion, degeneracion por
sobrecarga del cartilago e incluso erosién del hueso.

Independientemente de la neuropatia, cualquier deformidad articular en el pie,

facilitara en un paciente con riesgo, la aparicion de lesiones.

62



Nivel socioeconémico

La situacion social, familiar y el nivel cultural del paciente deficiente se han
relacionado con un mayor riesgo en la formacién de Ulceras y de amputaciones. Malos
habitos de higiene, la no aceptacion de la enfermedad, el escaso interés por la
informacidn, la demora en la consulta por la aparicion de lesiones iniciales y el deficiente
respaldo familiar implican, no solo una mayor incidencia de las lesiones y

complicaciones, sino también una peor evolucién de las mismas.

Factores precipitantes o desencadenantes de lesion en el pie del paciente con
diabetes

En el pie diabético los “factores clave” en el proceso de la ulceracion o lesion,
son: el nivel de respuesta sensitiva (grado de neuropatia), la capacidad de los tejidos para
resistir la alteracion neuropatica (por la macro y microangiopatia), y el tipo, magnitud y

duracion del estrés o presion aplicada [59].

Factores extrinsecos

« Traumatismo mecanico: a) impacto intenso, localizado, que lesiona la piel, por
ejemplo el pisar un clavo; b) presién ligera y sostenida que provoca una necrosis
isquémica. Suele corresponder a zapatos mal ajustados (es el factor mas frecuente en el

pie neuroisquémico).
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« Traumatismo térmico: por descansar cerca de una fuente de calor, utilizar bolsas
de agua caliente, andar descalzo por arena caliente o no proteger el pie de temperaturas
muy bajas.

 Traumatismo quimico: producido por agentes queratoliticos.

Factores intrinsecos
Cualquier deformidad en el pie o limitacion de la movilidad articular condiciona
un aumento de la presion dando lugar a hiperqueratosis (callosidades), que son lesiones

pre-ulcerosas.

Factores agravantes de lesion

El factor méas importante en el mantenimiento de la Glcera es la infeccion. Esta se
beneficia de la ausencia de dolor (por la neuropatia), lo que favorece el desarrollo
insidioso de una celulitis extensa o de un absceso; de la hiperglucemia, que altera los
mecanismos inmunitarios, sobre todo la inmunidad celular; y de la isquemia, que

compromete el aporte de oxigeno y de nutrientes, asi como la llegada de los antibi6ticos.

Neuropatia diabética
El paciente con problemas de sensibilidad en el pie, deberé recibir una educacion
podoldgica especifica para suplir el déficit sensorial con la observacion y cuidado diario

de sus pies. También, en caso de hiperqueratosis (zonas de hiperpresién), se pueden
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beneficiar de la medicion de presiones plantares y confeccion de plantillas de descarga

para prevenir la aparicion y desarrollo del mal perforante plantar [59].

Macroangiopatia diabética

Para detectar la vasculopatia periférica podemos utilizar el indice tobillo brazo.
Se establece el diagndstico de vasculopatia periférica cuando este indice es menor de 0,9
o si el paciente refiere clinica de claudicacion intermitente. En casos de indices menores
de 0,6 sera necesaria una valoracion hemodinamica completa con arteriografia y/o
medicion transcutaneo de oxigeno. Si el indice es superior a 1,2 deberemos pensar en
calcificaciones arteriales, careciendo de valor la prueba [59].

El estricto control de los factores de riesgo cardiovascular: hiperglucemia,
dislipemia e hipertension arterial en el paciente diabético, consigue reducir los episodios

cardiovasculares y mejorar la mortalidad global.

Movilidad articular disminuida

En los pacientes con diabetes y movilidad articular disminuida, sera necesaria una
educacion especifica para evitar el desarrollo de lesiones. En algunos casos, la cirugia
ortopédica puede mejorar esta movilidad y disminuir el riesgo de lesion. Por otro lado,
un calzado adecuado o diferentes ortésis segun las necesidades del paciente por su grado

de disminucion articular y deformidad pueden disminuir el riesgo [59].
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Pie seco e hiperqueratosis
Es aconsejable una buena hidratacion mediante cremas hidratantes para reducir la
sequedad y aparicion de fisuras y las hiperqueratosis (callosidades) deberan ser tratadas

por el poddlogo y nunca por el paciente [59].

Obesidad

La dieta y el ejercicio fisico ayudaran a disminuir el peso y con ello la resistencia
a la insulina, mejorando el control de la hiperglucemia, dislipemia e hipertension arterial.
Ademas, la disminucion de peso evitara sobrecargar zonas de hiperpresion y ayudara a

mejorar la arquitectura del pie [59].

Disminucion de la vision
Debera ser suplida por la exploracion diaria del pie, por un familiar o un cuidador

entrenado y sensibilizado hacia las lesiones del pie [59].

Mal control metabdlico
Se deben utilizar todas las herramientas terapéuticas disponibles para mejorar el
control metabolico de nuestros pacientes con diabetes. Con ello se reduce el riesgo de

neuropatia, macroangiopatia e infeccién de las lesiones [59].
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Calzado no adecuado

Se debera educar al paciente sobre el calzado indicado para evitar la aparicion de

las lesiones.

Higiene deficiente de pies
Se instruira al paciente y familiares en la importancia de una buena higiene del
pie, utilizando jabones con pH &cido o neutro, bajos en detergentes y un secado adecuado

de la zona interdigital [59].

Nivel socioeconémico bajo, alcoholismo, aislamiento social

En este grupo de pacientes sera necesario articular medidas para que sean
informados de la importancia de la exploracion, cuidado e higiene diaria del pie. Todo
paciente con diabetes y el personal sanitario que lo atiende, deben conocer la importancia
de la observacion, exploracion y cuidado diario de los pies.

Ademas, deben ser informados de los factores de riesgo para poder prevenir la
aparicion de las lesiones. Dado que la prevalencia de la diabetes es elevada y no todos los
diabéticos desarrollan problemas podoldgicos deberemos estratificar el riesgo. Para ello,

podemos utilizar los parametros indicados en la Tabla 10.
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Con estos parametros podremos de una forma sencilla clasificar a nuestros
pacientes y elaborar un programa de seguimiento y educacion especifica para evitar la

aparicion de lesiones [59].

) Sensibilidad . Ulcera/amputacion L
Riesgo Deformidad/callos ) Revision
alterada previa
0 no no no anual
1 si no no semestral
2 Si Si no trimestral
3 Si si Si mensual

Tabla 10. Grado de riesgo y frecuencia de revisiones del pie en el paciente con diabetes. Tomada de
Real, JT. [59]
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2.3 HERIDAS COMPLEJAS

Conceptualmente, la herida es una pérdida de la solucion de continuidad de la piel
0 mucosa por un traumatismo abierto originado por agentes mecanicos, fisicos o
quimicos. Habitualmente producen dolor, hemorragia y separacion de los bordes que tras
su tratamiento incluyendo la sutura cicatrizan mediante un proceso de proliferacion
celular y molecular que acontece en una serie de fases (fase inflamatoria, proliferativa y
de remodelacidn). Las heridas son complejas cuando este proceso se detiene en cualquiera
de las fases de la cicatrizacién. Son mdltiples las causas que detienen este proceso
bioldgico entre ellas: la edad, isquemia, la infeccion o la inmunodepresion, por lo tanto

la herida del pie diabético puede catalogarse dentro del concepto de herida compleja.

2.4 PROCESO DE CICATRIZACION EN EL PACIENTE DIABETICO

En pacientes con sindrome del Pie Diabético, todas las etapas de la cicatrizacion
se ven alteradas. Esto conduce a una imagen especifica de la herida diabética, que es un
sello distintivo de la patologia. Se ha demostrado que un gran nimero de factores de
crecimiento, citocinas, quimiocinas, fibroblastos, células endoteliales, macrofagos y
plaquetas, se encuentran en diferentes niveles en el suero en los pacientes diabéticos.

Estos factores son responsables de iniciar el proceso de reparacion de la herida y

su mantenimiento, dando lugar a una disminucion gradual de la respuesta inflamatoria
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[60]. Las heridas diabéticas se caracterizan por un nivel reducido de los siguientes
factores de crecimiento y receptores: KGF (factor de crecimiento de queratinocitos),
TGF-B1 (factor de crecimiento transformante beta), NGF (factor de crecimiento
nervioso), PDGF (factor de crecimiento derivado de plaquetas), VEGF (factor de
crecimiento endotelial vascular), IL-8 (interleucina-8), IL-10 (interleucina-10), IL-15
(interleucina-15), la neurotrofina-3 (NT-3), la sustancia P, CGRP (péptido relacionado
con el gen de la calcitonina) [61]. La disminucion de los niveles de estos importantes
factores de crecimiento podria contribuir a una mala regeneracion tisular y a una

alteracion de la cicatrizacién de heridas.

25 LA MEMBRANA AMNIOTICA: CARACTERISTICAS Y POTENCIAL
TERAPEUTICO

2.5.1 Origeny caracteristicas

La membrana amniotica (MA) es la capa mas interna de la placenta, que se
encuentra en contacto con el feto. Es una estructura de origen materno-fetal con forma de
disco que mide alrededor de 15 a 20 cm de didmetro. Esta formada por:

La placa coridnica constituida por el amnios y el corion (Figuras 8 y 9), que
representa el compartimento fetal y se enfrenta a la cavidad amniotica, y la llamada placa
basal, que es de origen materno y esta formada por las deciduas (basal y parietal) [62].

En el disco placentario las vellosidades coridnicas mantienen las dos placas juntas.

Las membranas fetales (amnios y corion) cubren la cavidad amniética donde se encuentra
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el feto, protegiéndolo durante su desarrollo y ofreciéndole un entorno seguro, donde

puede crecer sin ser distorsionado por la presion de estructuras vecinas [63].

Superficie fetal Amnios
Cordon umbilical Cotion
Compartimento fetal
Superficie materna

Figura 8. Anatomia normal de la placenta. Modificada de Carpenter et al. [64]
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Amnios

Corion

Figura 9. Aspecto de la MA durante su obtencion, separandola del corion mediante diseccion roma.
Imagen tomada en el quir6fano maternal del Hospital Clinico Universitario Virgen de la Arrixaca
(HCUVA).

La estructura de la MA tiene tres partes: una monocapa epitelial, una membrana
basal, y un estroma avascular.
La monocapa epitelial consiste en una sola capa de células que estan dispuestos

de manera uniforme sobre la membrana basal. Es la capa mas interna, se encuentra mas
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cercana al feto, y es también llamada epitelio amniotico. Las células epiteliales amniéticas
tienen funciones de secrecion y de transporte [65]. Este epitelio esta firmemente fijado a
una membrana basal, que a su vez esta conectado a una capa acelular. Esta capa se
compone de colageno de los tipos I, 11, y V [65]. Los vasos sanguineos o los nervios estan
ausentes en la membrana amniotica. Su nutricion deriva directamente de la difusion de

liquido amnidtico.

La membrana basal es bastante notable, ya que es una de las membranas mas
gruesas, y proporciona apoyo para el feto durante la gestacion [66]. Es similar a la de la

conjuntiva en su distribucion de colageno de tipo IV.

El principal esqueleto fibroso de la membrana amniética esta formado por la capa
compacta de estroma. La siguiente capa es una capa fibroblastica formada por células
mesenquimales responsable de la secreciéon de diferente tipos de coladgeno. Los tipos
predominantes son los colagenos intersticiales (Tipo | y I11) que forman haces paralelos
para mantener la integridad mecanica de la membrana. Las conexiones entre los
colagenos intersticiales y epiteliales de la membrana basal la proporcionan los colagenos
tipos V y VI. La Gltima capa que se conoce como capa intermedia 0 capa esponjosa, se
encuentra adyacente a la membrana coridnica y contiene una malla de colageno en su
mayoria de tipo Il (Figura 10). Su aspecto esponjoso es el resultado de la presencia de

abundante contenido de proteoglicanos y glicoproteinas [65].
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Amniotic fluid Amnios Composicion de la matriz extracelular

(@3 T '\")‘{‘ ——
=22 : _\ Epitelio Colageno I, 1 y IV
= B \ Membrana Basal  Colageno IlI, IV, Vy laminina
e 5
—_— e Capa compacta Colageno 1,11V, VI y fibronectina
= - M Fibioblastos Colageno I, I, VI, fibronectina y laminina

Capa intermedia Colageno |, lll, IV y proteoglicanos

> Y"“‘!T‘YTY‘Y‘“"’._\ Corion
LR

> o Tejido reticular
G \ Membrana Basal

Trofoblasto

S

Matemnal decidua

Figura 10. Representacion esquematica de la estructura de la membrana fetal a término.
Modificada de Niknejad, H. 2008 [66].

2.5.2 Propiedades de la MA como tejido completo

La MA se ha convertido en un tejido muy atractivo para terapia, ya utilizado desde
hace afios en la préctica clinica como apdsito bioldgico por sus propiedades y sus pocas
connotaciones éticas, al tratarse de un tejido desechado tras el alumbramiento. En los

ultimos tiempos, ha aumentado el conocimiento sobre la MA y se han aislado a partir de
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este tejido humano Ceélulas Epiteliales Amnidticas (human Amniotic Epitelial Cells-

hAEC) y Células Mesenquimales Estromales Amnioticas (hRAMSC).

Propiedades biomecanicas

Una importante caracteristica de la MA es su resistencia a diversos factores
proteoliticos debido a la presencia de colageno intersticial [65]. La elastina presente en el
amnios es responsable de proporcionarle elasticidad. El espesor del tejido amnidtico de
la membrana se encuentra entre 0,02 y 0,5 milimetros e incluye alrededor de 6-8 capas de
células. La superficie media de esta membrana es de aproximadamente 1.600 centimetros
cuadrados [65]. La membrana amniotica tiene maltiples funciones metabdlicas tales
como su papel en el transporte de agua y material soluble y la produccién de péptidos

bioactivos, factores de crecimiento, y citoquinas [67].

Efecto analgésico y de barrera

La aplicacion de amnios a un lecho de la herida impide la desecacion y la pérdida
excesiva de liquidos, y proporciona un efecto analgésico mediante la proteccién de
terminaciones nerviosas expuestas al ambiente por presentar mejor adherencia y

adaptacion a la superficie de la herida que otras membranas sintéticas [68].
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Promocion de la epitelizacion

Facilita la migracion de las células epiteliales [69], refuerza la adhesion celular
[70], promueve la diferenciacion epitelial [71], previene la apoptosis epitelial [72] y por
todo ello, promueve la epitelizacion de heridas [73,74]. Factores de crecimiento como el
factor de crecimiento epidérmico (Epidermal growth factor, EGF), el factor de
crecimiento transformante (Transforming growth factor, TGF) , el factor de crecimiento
de queratinocitos (Keratinocyte growth factor, KGF), el receptor del KGF (Keratinocyte
growth factor receptor, KGFR), el factor de crecimiento de hepatocitos (Hepatocyte
growth factor, HGF), el receptor del HGF (Hepatocyte growth factor receptor, HGFR),
el factor de crecimiento fibroblastico basico (bFGF), y los TGF-_1,- 2y - 3 producidos
por MA pueden estimular la epitelizacion [75]. También puede promover la expansion y
el mantenimiento de las células progenitoras epiteliales in vivo [76] y puede producir

endotelina-1 y la proteina relacionada con la hormona paratiroidea.

Koizumi et al. en 2002 [75] demostro la expresion de ARNm en la M.A.
criopreservada para el factor de crecimiento epidérmico, y el receptor del factor de
crecimiento de queratinocitos. Su lamina basal sirve como base para el crecimiento de
células epiteliales, proporcionando oxigenacion suficiente para la permeabilidad de las
células epiteliales en comparacion con otros materiales sintéticos. Por lo tanto, la MA es
un tejido ideal que facilita el crecimiento de las células epiteliales, ayudando en su

migracion y diferenciacion [77]. Recientemente nuestro grupo, ha demostrado el efecto
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de la MA sobre la respuesta de TGFP sobre los queranocitos, permitiendo que estos

progresen hacia la epitelizacion en heridas cronicas [78].

Inhibicion de la fibrosis

La MA posee propiedades antifibréticas (tabla 11). Los fibroblastos son
responsables de la formacién de cicatrices durante la cicatrizacion de las heridas,
activados por el factor de crecimiento transformante f.

La MA reduce el riesgo de fibrosis por regulacion a la baja del factor de
crecimiento transformante 3 y su receptor expresion por los fibroblastos. Por lo tanto, la
membrana amniotica modula la curacién de heridas promoviendo la reconstruccion de

los tejidos en lugar de promover la formacion de la cicatriz tejidos [79].

Inhibicion de la inflamacion

El mecanismo exacto por el que la MA posee propiedades anti-inflamatorias no
esta claro. Se plantea la hipotesis de que disminuye la afluencia de células inflamatorias
a la zona de la herida y por consiguiente reduce mediadores de la inflamacion, sirviendo
como barrera. Tanto las hAEC como las hAMSC sintetizan inhibidores tisulares de las
metaloproteasas secretadas por neutréfilos y macréfagos. En la MA se ha observado la
produccion de inhibidores tisulares de las metaloproteasas 1, 2, 3, y 4, de la interleucina-
10y la interleucina-1 (antagonista del receptor de endostatina) que inhiben el crecimiento

tumoral [80, 81].

77



La trombospondina-1, proteina secretada por el epitelio amnidtico, actia como un
factor antiangiogénico. Dos mediadores proinflamatorios muy potentes, como son la
interleuquina-1a y la interleucina-1p, se suprimen por ¢l estroma de la matriz de la
membrana amnidtica [82]. Shimmura et Alabama. en 2001 informaron que la MA reduce

la inflamacion a través del atrapamiento de células inflamatorias [83].

Los glicosaminoglicanos y el acido hialurdénico, presente en grandes cantidades
en la MA, acttiia como un ligando para CD44 que se expresa en las células inflamatorias.
Eso desempefia un papel importante en la adhesion de células inflamatorias incluyendo

linfocitos, en el estroma de la MA [84].

Otras sustancias expresadas en la MA son proteinasas y elafin (inhibidores de la
proteasas) [85,86] tienen acciones antimicrobianas ademas de sus propiedades anti-
inflamatorias [87] ya que protegen la superficie de infecciones, actuando de este modo
como componentes del sistema inmune innato [87]. Las propiedades antimicrobianas y
antiinflamatorias también pueden ser inducidas por la secrecion de la lactoferrina [88]
que es una proteina globular multifuncional, con propiedades tanto antimicrobianas como
anti-inflamatorias. Sirve como un antioxidante y agente quelante del hierro en los tejidos
[89] y suprime la produccion de interleucina-6 en el liquido amnidtico durante la

infeccion.
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Inmunogenicidad de la MA

Las hAMSC y las hAEC aisladas de la membrana amnio6tica no expresan
antigenos leucocitarios humanos (Human leukocyte antigen, HLA) HLA-A, HLA-B,
HLA-C, y HLA-DR ni HLA-DQ. [90]. No obstante, las hAEC sintetizan elevadas
cantidades de HLA-G, [91] implicado en la tolerancia inmune. La funcion
inmunotolerante parece realizarla mediante 4 funciones inhibitorias: 1) se une al receptor
inhibitorio de las células natural killer (NKk), asi como a otros leucocitos; 2) posee un
péptido lider para unirse al HLA-E, que produce un efecto inhibitorio de la actividad
citotoxica de las células Nk; 3) induce la apoptosis de las células T CD8+; y 4) inhibe la
proliferacion de las células T CD4+ [92]. Por otro lado, las hAEC expresan Fas ligando.
Se trata de una proteina de membrana de tipo Il, miembro de la familia del factor de
necrosis tumoral (TNF). Tiene como funcion activar la via de la apoptosis mediada por

receptores de los linfocitos T citotoxicos CD8+.

Por todo ello, la MA no induciria respuestas inmunologicas significativas en el

lugar del implante, haciendo innecesaria la terapia de supresion inmune (tabla 11).

Ademas, se ha sugerido que la MA criopreservada tiene menor inmunogenicidad
que la MA en fresco [93]. Sin embargo, la supervivencia del implante in vivo de tejido o
células procedentes de la MA era inferior en los receptores que recibian implantes

repetidos que en aquellos que lo recibian por vez primera. También sucedia en
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determinadas zonas en las que se realizaba el implante [94]. Asi, en aplicaciones clinicas,
habria que tener en cuenta este riesgo inmunogénico dependiente del lugar y de la

repeticion de trasplante.

Propiedades antimicrobianas y antivirales

La aplicacion de MA sobre el lecho de heridas puede tener un efecto barrera
similar al papel que juegan las mucosas como parte del sistema inmune innato. Varios
autores han demostrado la capacidad de la MA para producir B- defensinas, siendo la B3-

defensina el subtipo predominante en el epitelio amnidtico [86, 95, 96].

Las defensinas son proteinas de bajo peso molecular que forman parte de la
respuesta inmune innata (primera barrera que nos defiende contra las infecciones por
microorganismos) sintetizadas en la superficie de mucosas por las células epiteliales y
los leucocitos. Son péptidos altamente basicos, ricos en cisteina, que poseen actividad
antimicrobiana directa de amplio espectro que abarca bacterias, hongos, virus y ademas

poseen capacidad para neutralizar toxinas (tabla 11) [95].

Ademas de la produccion de péptidos antimicrobianos, la aplicacion de MA
favorece unas condiciones en la herida que disminuyen el riesgo de infeccion. Las
propiedades hemostaticas de las fibras de colageno de la ldmina basal de la MA evitan la

formacion de hematomas en la herida, lo que reduce el riesgo de infeccion mediante la
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prevencion del acimulo de microbios. Por otra parte, la adhesion de la MA al lecho de la

herida previene la formacion de espacios muertos y acumulacion serosa. Asi mismo, los

filamentos de fibrina que se forman durante la cicatrizacién, se adhieren al colageno de

la MA vy atrapan bacterias, a la vez que favorecen la migracién de fagocitos al lecho de

la herida para su destruccion.

Estos efectos se traducen en la reduccion y/o control de la carga bacteriana en las

heridas tras la aplicacién de MA en heridas previamente contaminadas [97].

Sistema Inmune

Tejido Epitelial

Tejido Mesenquimal

Propiedades
biomecéanicas

Supresion de la inflamacion

Estimulacién de factor de

crecimiento epitelial

TGF-B supresion de la
diferenciacién miofibroblastica

Avascular, carente de células,

no respuesta inmune

Factores antibacterianos y

antivirales

Factor de crecimiento

epidérmico y de queranocitos

Reduccion de cicatrices

Tejido resistente y duro

Induce la apoptosis de
células inflamatorias

Regeneracién axonal

Elastico y transparente

Factor de crecimiento neuronal

Actla como barrera fisica y

analgeésico

Tabla 11. Propiedades y mecanismos de accion de la MA. Modificada de Gupta, A. 2015 [65]
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2.5.3 Propiedades de los tipos celulares aislados en la MA

La placenta humana, ademas de jugar un papel fundamental y esencial en el
desarrollo del feto, la nutricion y la tolerancia, también puede representar una reserva de
células madre progenitoras.

Usando diversos protocolos [98-101] se han identificado células epiteliales
amnidticas (hAEC) con caracteristicas de celulas pluripotenciales con potencial de
diferenciacion hacia linajes de diferentes capas germinales, [102] y propiedades
inmunomoduladoras [103-106] y Células Mesenquimales Estromales de la MA (hRAMSC)
que son células multipotenciales, aunque algunos investigadores han demostrado una

capacidad de diferenciacion mas alla de la linea mesodérmica [103,107].

Las células obtenidas del epitelio amnidtico recién aisladas expresan los
marcadores de superficie asociados con células madre embrionarias SSEA-3, SSEA-4
(del inglés Stage Specific Embryonic Antigen), TRA 1-60 y TRA 1-81 (del inglés Tumor
Rejection Antigen). Ademas, expresan moléculas como E-caderina, CD9, CD29, CD104,
CD49e, CD49f, CD49d y CD44 que, junto con otras moléculas, participan en los procesos
de interaccion y adhesion celular. Igualmente, las células obtenidas del epitelio amnidtico
expresan factores de transcripcion especificos de células madre pluripotenciales: Oct-4,

Sox-2, Nanog y Rex-1 [91, 108,105].
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En cultivos primarios estas células proliferan y forman una capa de células
confluentes con la tipica apariencia de células epiteliales [91,109]. En subcultivos
experimentan la transicion epitelio-mesénquima mediada por la produccién autocrina del
factor de crecimiento transformante B (TGF-P). Los diferentes marcadores de superficie
de las células epiteliales les sugieren cierta heterogeneidad de fenotipo. Inmediatamente
después del aislamiento, las células hAECs parecen expresar niveles muy bajos de

antigeno leucocitario humano (HLA) A, B, C [110].

Los marcadores de superficie que estan ausentes en las hAECs incluyen SSEA-1,
CD34, y CD133, mientras que otros marcadores, tales como CD117 (c-kit) y CCR4
(receptor de quimioquinas CC), son ya negativos o puede ser expresados en algunas
células a niveles muy bajos. Aunque las células iniciales aisladas expresan niveles muy
bajos de CD90 (Thy-1), la expresion de este antigeno aumenta rapidamente en cultivo

[91, 105,108].

Las células obtenidas del estroma amnidtico se definen por su capacidad de
proliferar adheridas al plastico, con apariencia fusiforme, de producir unidades
formadoras de colonias fibroblasticas y de expresar un patrén de antigenos en la superficie
celular, similar al de las células mesenquimales de la médula 6sea y de otras fuentes.

Expresan concentraciones variables de CD90, CD73, CD105, CD29, CD44, CD49d,
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CD49e, CD56 y CD166, no expresan los marcadores de células hematopoyéticas: CD45,

CD34, CD14 y son reconocidas por el anticuerpo monoclonal STRO-1.5 [109].

Ademas de estos marcadores, las células aisladas del epitelio amnidtico y las
obtenidas del estroma amniotico (tabla 12) no expresan el receptor de muerte celular
programada (PD-1: programmed cell death receptor), un receptor inhibitorio
normalmente expresado en las células T y B activadas; tampoco sus dos ligandos: PD-L1
y PD-L2 (programmed death ligands 1 and 2), que si se expresan en presencia de IFN-y.
[111]. Estas células tampoco expresan los receptores ILTR-2, ILTR-3 e ILTR- 4 (del
inglés immunoglobulin like transcript receptors), expresados en los linfocitos T y B, en
las células NK (del inglés natural Killer) y en las células dendriticas [111]. Hay
controversias acerca de la expresion de TRAIL, TNF-a y el ligando de FAS (Fas-L), todos

ellos miembros de la familia TNF involucrada en la induccion de apoptosis [111].

Las caracteristicas sefialadas sugieren que estas células son hipoinmunogénicas y

que juegan un papel importante en la inmunorregulacion.
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Positivo (>95%0) Negativo (<2%o)

CD45

CD90 CD34

CD73 CD14
CD105 HLA-DR

Tabla 12. Expresion de antigenos de superficie especifica en pases 2- 4 para células
mesenquimales del estroma amniético. Tomada de O. Parolini, 2008 [91]

Mientras gque el potencial de expansion y diferenciacion de las células derivadas
de MA ha sido bien estudiado y caracterizado por diferentes grupos, [91, 102, 105,112]
el conocimiento disponible acerca de su potencial inmunomodulador es relativamente
escaso y disperso. Sin embargo, en los Ultimos afios, se han demostrado propiedades
inmunomoduladoras de células presentes en la MA, capaces de producir un efecto
regulador en enfermedades inflamatorias, estimulando células T reguladoras para

controlar el efecto inflamatorio en la artritis reumatoide [113].

El aumento de los resultados experimentales ha apuntado hacia las propiedades

inmunomoduladoras de estas células, y se espera que se pudiera expandir su potencial

terapéutico para aplicaciones clinicas.
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2.5.4 Aplicaciones clinicas de la MA

En 1910, Davis fue el primero en reportar el uso de membranas fetales como
material quirurgico en la piel [114]. A continuacion, el uso de la MA se fue expandiendo,
utilizandose como un aposito bioldgico para la piel quemada, en la epidermolisis bullosa
[115] en heridas y en Ulceras venosas, [116,117]. También se emple6 como un adyuvante
de la reconstruccion quirargica de la vagina artificial [118], y para evitar la adhesion de
tejidos en cirugia del abdomen, cabeza y pelvis [119,120]. En 1940 varios autores
informaron del papel beneficioso de la MA en el tratamiento de una variedad de
afecciones de la superficie ocular. [121, 122]. Sin embargo, su uso fue abandonado
durante décadas [123] desapareciendo de la literatura oftdlmica documentada, hasta que
a principios de la década de los noventa, Batlle et al. la utilizd para reparar defectos de la

conjuntiva [124].

Cuando la cicatrizacion de las heridas con apdsitos o autoinjertos no es eficaz, la
MA constituye una de las alternativas para el tratamiento en Ulceras recalcitrantes de las
piernas. [125]. Ademas, es menos costoso en comparacion con laminas epidérmicas o

sustitutos de la piel [126].

La MA ha sido utilizada; (Tabla 13) desnuda, irradiada, liofilizada, liquida,

micronizada, criopreservada, deshidratada y esterilizada [127, 128, 129,130].
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NOMBRE COMERCIAL

FORMA FARMACEUTICA

Epifix®
Purion®
AmnioShield®
BioXclude ™
AmnioFix®
CLARIX®FLO
NEOX®FLO
AMNIOEXCEL®
PalinGen Flow®

Deshidratado
Deshidratado e irradiado, liofilizada
Deshidratada y esterilizada
Deshidratada y esterilizada
Inyectable (micronizado)
Criopreservado
Criopreservado
Deshidratada
Fluido

Tabla 13. Productos comercializados con MA. Elaboracién propia.
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3 JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

La MA ha sido ampliamente utilizada en el ejercicio médico para el tratamiento
de quemaduras cuténeas, en Ulceras, en epidermdlisis bullosa y en diversas patologias
oftalmoldgicas [77,131-133]. La MA es un tejido de especial importancia como apdsito
bioldgico, con numerosas ventajas sobre otros apdsitos bioldgicos y sintéticos debido a
su estructura particular parecida a la piel, a sus propiedades bioldgicas y a sus

caracteristicas inmunologicas.

La MA actlia como una barrera especifica, reduce la pérdida de calor, liquidos y
proteinas, tiene buena adherencia a la herida, es bacteriostatica y reduce la incidencia de
infeccion, tiene efecto analgésico, no produce reacciones inmunoldgicas, se adapta bien

a las heridas y permite una movilizacion temprana del paciente.

Resulta un tejido de bajo costo, de facil obtencidén y con pocas connotaciones

éticas, pues constituye un producto de desecho tras el alumbramiento.

A partir de la observacién clinica de pacientes con Ulceras complejas de pie
diabético, patologias subyacentes y multitud de variables que dificultan la favorable
resolucion de estas heridas, y ante el fracaso de diferentes tratamientos (apdsitos

antimicrobianos, espumas hidrocoloides, descargas ortoprotésicas), que no consiguen
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evitar ingresos hospitalarios y amputaciones menores y mayores, se hace necesaria la
utilizacion de terapias avanzadas y en este caso la utilizacion de nuevas estrategias

terapéuticas.

Existe por tanto la necesidad de proporcionar a estos pacientes una alternativa que
les mejore la calidad de vida, con una disminucién de las curas, proporcionandoles una
asistencia ambulatoria. Nuestro grupo de trabajo multidisciplinario esta compuesto por
un Servicio de Ginecologia y Obstetricia donde de forma diaria se realizan cesareas
programadas, una Sala Blanca ubicada en el Servicio de Hematologia donde se procesa y
almacena este tejido, una consulta de Cirugia General con Unidad de Heridas y Pie
Diabético, y un laboratorio de Oncologia molecular y TGFf donde se estudian las vias
moleculares activadas en el binomio MA y TGFp, lo que nos permiti6 estar en 6ptimas

condiciones para establecer una linea de tratamiento integral de estos pacientes con MA.

En este trabajo de investigacion clinica, se analiza de forma retrospectiva la
experiencia adquirida en la aplicacion de MA criopreservada en pacientes tratados en la
Unidad de Heridas y Pie Diabético de nuestro hospital, reportando las caracteristicas y
evolucidn de las Ulceras en los pacientes con pie diabético, incluidos en un programa de
uso compasivo autorizado de forma individual para cada paciente por la Agencia

Espafiola del Medicamento y Productos Sanitarios (AEMPS).
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b)

c)
d)

4 HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Hipotesis conceptual

La MA es una herramienta clinica Util en las ulceras complejas de pie diabético.
Hipotesis operativa

La evolucién favorable de las ulceras complejas de Pie Diabético tratadas con MA,
favorecera la implantacion de este tratamiento en estudios posteriores, y permitira
determinar pardmetros moleculares de interés en la inflamacion cronica y en las heridas

complejas.

OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar la aplicacion de la MA en Ulceras complejas en Pie Diabético mediante un
programa de uso compasivo.

Obijetivos especificos:

Describir las caracteristicas epidemioldgicas y clinicas de los pacientes con Ulceras de Pie
Diabético, incluidos en esta serie.

Reportar la contaminacion bacteriana presente en dichas Ulceras durante el tratamiento
con MA.

Evaluar la seguridad de la aplicacién de MA en estas Ulceras.

Evaluar la eficacia de este tratamiento.
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5 MATERIAL Y METODOS

5.1 Obtencion de la MA

La MA se obtuvo de mujeres gestantes a término que cumplian los siguientes
criterios de inclusion:

- Donantes sanas con embarazo controlado tras una cesarea electiva por
motivos obstétricos.

- Analitica seronegativa por la técnica de reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR) para todas las infecciones transmisibles como son: el Virus de la
Inmunodeficiencia Humana (HIV 1y 2), Virus de la Hepatitis B (HBV), Virus de la
Hepatitis C (HCV), Virus Linfotréfico de Células T Humanas (HTLV), Citomegalovirus
(CMV), Virus Epstein Barr (EBV), toxoplasma y sifilis en el momento de la extraccion
del tejido.

- Previa a la extraccion de la MA, todas las donantes firmaron un
consentimiento informado especifico para la donacion de tejidos una vez que fueron

informadas del procedimiento (Anexo ).

Tras el protocolo establecido en la Unidad de Ginecologia y Obstetricia, la

donante se traslada al quiréfano para la intervencion, y en condiciones estériles, una vez

que tuvo lugar el alumbramiento, se extrajo la placenta que se depositd en una mesa
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auxiliar (figura 11) sobre un pafio estéril. La MA fue diseccionada con pinzas quirdrgicas

y un bisturi, separandola mecanicamente de la membrana corionica.

Figura 11. Extraccion de MA en el quir6fano maternal del HCUVA

Una vez diseccionada la MA se introdujo en un frasco estéril que contenia 1000
ml de solucion salina estéril (Grifols, Barcelona, Espafia) con antibiéticos [Soltrim®
48mg (Almirall, SA Barcelona, Espafia), Tobramicina® 50mg (Normon, Madrid,

Espafia) y Vancomicina® 50mg (Normon, Madrid, Espafia)].
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Desde el quirofano, la MA fue transportada de forma inmediata a temperatura
ambiente a la Unidad de Produccién Celular (UPC) para la fabricacion del medicamento
en investigacion “MA sobre apdsito impregnado” (MA-GH; n° de PEI 12-008) que se
aplica en el contexto de ensayos clinicos o usos compasivos autorizados por la Agencia
Espafiola del Medicamento y Productos Sanitarios (AEMPS) siguiendo los requisitos

planteados en las Normas de Correcta Fabricacion de Medicamentos (NCF/ GMP).

5.2 Procesamiento de la MA

En la UPC, en una cabina de flujo laminar Bio-l1-A, la MA fue lavada cuatro
veces con solucion salina estéril (Grifols, Barcelona, Espafia) para eliminar los restos de
sangre y retirar los desechos del coridon. La MA se fragmento en trozos de 8,5 cm x 10
cm y cada fragmento se unié por las cuatro esquinas sobre una apdésito de vaselina estéril
tulgrasum® (Bama-Geve, S.L.U, Barcelona, Espafia) mediante una sutura de seda

trenzada n°® 3.0 (Lorca-Marin, Murcia, Espafia).

A continuacién, cada fragmento de MA fue introducido en bolsas especiales para
ser criopreservado (Macopharma, Francia) afiadiendo una solucién de congelacion a base
de albimina humana al 20% (Grifols, Espafia), Medio TC-199 (Sigma-Aldrich, Missouri,

EE.UU.) y 9% de dimetilsulfoxido DMSO (Origen, Texas, EE.UU.) (Figura 12).
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Figura 12. Procesamiento de MA en la Unidad de Terapia Celular del Hospital Clinico
Universitario Virgen de la Arrixaca (HCUVA).

Estos fragmentos fueron criopreservados en un tanque con nitrégeno liquido a

196°C bajo cero, hasta su uso.

Justo antes de su uso, la MA se descongeld a 37 °C, en un bafio descongelador
lavandose tres veces con solucion salina estéril, bajo condiciones asépticas antes de ser
transportada a la Unidad del hospital en un recipiente con la temperatura controlada entre
2 - 8°C.

Para asegurar la esterilidad durante el procesamiento de cada lote de MA

criopreservada, se realizd un control de esterilidad basado en Bact-ALERT®3D
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(Biomerieux, Marcy-I'Etoile, Francia), al medio que contenia los fragmentos de MA en

diferentes etapas del proceso, incluyendo la descongelacion y el lavado adicional.

5.3 Viabilidad del producto MA

La estabilidad del medicamento se valido en términos de viabilidad celular. Para
la determinacion de la viabilidad celular se utilizé la tincién diferencial con dos
colorantes:

- El Azul de toluidina: colorante vital que tifie estructuras basoéfilas, tales

como la cromatina. Se puede comportar como colorante ortocromatico (tifie de color azul)
0 metacromatico (tifie de color violeta-rojo), dependiendo del pH y de la naturaleza
quimica de la sustancia tefiida.

- El Azul Tripan: colorante diazoico, capaz de penetrar en las células

muertas (con dafios en membrana) tifiéndolas de azul (tincion de exclusion). Se
consideran células viables agquellas que no se tifien con el colorante.
Las muestras de producto terminado (MA), fueron tefiidas con estos dos

colorantes en los tiempos establecidos y analizadas inmediatamente.

5.4  Seleccion de los pacientes

Se trataron pacientes con Ulceras cronicas de pie diabético de forma prospectiva

bajo un programa de uso compasivo con MA criopreservada en la Unidad de Heridas y
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Pie Diabeético del Hospital Clinico Universitario Virgen de la Arrixaca entre mayo de
2014 hasta Noviembre de 2017. Cada tratamiento individual fue previamente autorizado
por la Agencia Espafiola del Medicamento y Productos Sanitarios (AEMPS), por el
comité de ética local hospitalario, y se obtuvo el consentimiento por escrito de todos los

pacientes (Anexo II).

Los criterios para la inclusion de los pacientes a este tratamiento fueron:

Falta de progreso hacia la epitelizacion de estas Ulceras a pesar de los
tratamientos estandar aplicados segun el protocolo establecido en la Unidad de Heridas.
- Un minimo de 8 semanas de progreso insatisfactorio se considero el limite

inferior para incluir a los pacientes en el programa de uso compasivo.

Los criterios de exclusion fueron:
- Enfermedad neoplasica activa o infeccioén no controlada.

- No aceptar el tratamiento con MA

5.5 Procedimientos de estudio y tratamiento con MA

Una vez que un paciente fue incluido para el tratamiento con MA, firmo el
consentimiento informado y se reviso su historial médico anotando los datos sobre la

hemoglobina glicosilada (HbAlc) més reciente, previa al tratamiento con MA.
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La HbA1c, fue realizada con cromatografia liquida de alta resolucion (HORIBA
ABX SA, Madrid, Espafa), en todos los pacientes se hizo una exploracion vascular de
los miembros inferiores midiendo el indice tobillo brazo (ITB), (Microlife WatchBp
home, Lacer, Barcelona, Espafia), una ecografia Doppler para valorar el estado de las
arterias, dependiendo de las caracteristicas de cada paciente, y una radiologia simple o
una electromiografia (electromiografo digital de tres canales Viking ™ Synergy Natus,

EUA) para evaluar la morfologia y la neuropatia del pie.

Se recogieron las pruebas complementarias que valoraban la vasculopatia asi
como las diferentes patologias presentes en cada paciente asociadas a la Diabetes
Mellitus.

En cada aplicacion se tomaron muestras de la herida con un hisopo para el
andlisis microbiolégico en el medio de transporte AMIES VISCOSA (Deltalab SL,

Barcelona, Espafa).

La historia clinica incluia la etiologia y duracion de la herida, las
comorbilidades, los dispositivos de descarga ortoprotésica utilizados y el tratamiento
previo. Antes y tras cada aplicacion de MA todas las heridas se fotografiaron a una

distancia de 20 cm.
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Las imagenes se midieron mediante el software Image J (Instituto Nacional de
Salud Mental, Maryland, EE.UU.). Estas fueron clasificadas usando la escala de Wagner-
Meggit. Esta clasificacion establece 6 grados de herida dependiendo de su apariencia:
Grado 0 siendo piel intacta, grado 1 Ulcera superficial; grado 2 ulcera profunda con
exposicion de tendones, huesos o articulaciones; grado 3 Ulcera profunda con absceso u

osteomielitis; grado 4 gangrena del antepie; grado 5 gangrena de pie entero [134].

Una vez que las heridas habian sido clasificadas, se trataron siguiendo el acrénimo
T.LLM.E. (Tejido, Inflamacion-Infeccion, control de la humedad y aproximacion de los
bordes). Segun los procedimientos estandar de la Unidad, el 50% de los pacientes
recibieron Terapia de Presion Negativa Topica (TPNT, Renasys® Smith & Nephew,

S.A., Barcelona, Espafia).

En caso de sospecha de osteomielitis se realiz6 una biopsia de partes blandas, que
fue transportada en formol al 4% (Histofix ® Panreac Quimica, Barcelona, Espafia) al

laboratorio de Anatomia Patoldgica.

Para la preparacion del lecho de la tlcera se limpi6 el pie con una esponja jabonosa

(Jalsosa SL, Granada, Espafia) y solucion salina (Labesfal, Besteiros, Portugal) para

eliminar la contaminacion de la piel circundante, bacterias y restos de apositos anteriores.
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Cuando la superficie de la herida tenia restos adherentes y tejido necrético, se
retird mediante un desbridamiento cortante realizado con pinzas quirurgicas y bisturi. Por
ultimo, el lecho de la herida se irrigd6 con solucion salina estéril (Labesfal, Besteiros,

Portugal) y se tomd una muestra con un hisopo para el analisis microbioldgico.

Una vez que la herida alcanzé una condicion optima, procedimos a la aplicacion
de MA. En condiciones esteériles, se retird la MA de su envase y los puntos de fijacion del
aposito impregnado de vaselina. La MA se colocé sobre el lecho de la tlcera cubriendo
los bordes y se utilizaron pinzas estériles asegurando su contacto al lecho de la Ulcera
(figura 13). A continuacion, la MA se cubrié con un apdsito de vaselina estéril linitul®

(Bama-Geve, S.L.U, Barcelona, Espafia).
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Figura 13. Aplicacion de MA sobre Ulcera en Pie Diabético. Consulta de Heridas y Pie Diabético del
HCUVA.

Finalmente, se aplicaron gasas estériles y sobre estas un vendaje de crepe. Para
evitar la presion externa, los pacientes siguieron usando sus dispositivos ortopédicos de
descarga personalizados. Por Gltimo, se registraron en la historia clinica de cada paciente
todos los datos referentes al procedimiento: lote y numero de MA, y aquellas

observaciones referentes a las caracteristicas que presentaban las Ulceras.
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El nimero de aplicaciones de MA se baso en la evolucion clinica de la Ulcera
de cada paciente, y el tiempo entre las aplicaciones de MA fue de 7 dias. Todo el

esquema de tratamiento se realizé de forma ambulatoria.

5.6 Objetivos del estudio. Variables recogidas

Variables principales:

- Acontecimientos adversos tras la aplicacion

En cuanto a los acontecimientos adversos se consideraron: la aparicion de necrosis
del tejido, tejido andémalo, tumoracidn, signos de infeccion (calor, dolor, rubor, mal olor,
aumento del exudado).

Eficacia:

- Tiempo hasta la epitelizacion

Se recogio el tiempo en meses previo al tratamiento con MA, y el tiempo de
aplicacion de MA en semanas hasta la epitelizacion o retirada del estudio.

Variables secundarias:

- Area de la tlcera

- Numero de MA aplicadas

- Aspecto macroscopico y caracteristicas de las Ulceras

- Microorganismos encontrados durante el tratamiento con MA
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Se evalué el area total de la herida en cm2, medicion previa y posterior a la
aplicacion de cada MA.

Se recogié el numero de MA aplicadas hasta el cierre o la consideracion de
retirada del tratamiento por falta de eficacia.

El aspecto macroscopico fue observado tras cada cura, reportando el aspecto de
las heridas, durante la aplicacion de cada MA, y tras la epitelizacion en las revisiones
realizadas.

Se realizé un cultivo microbiologico previo a cada aplicacion, para contabilizar

los microorganismos presentes en las Ulceras.

5.7 Metodologia de evaluacién del tratamiento. Cronograma

Las visitas de tratamiento-seguimiento se realizaron de forma semanal después de
la primera aplicacion de MA hasta el cierre de la herida. Las heridas de los pacientes

fueron fotografiadas y evaluadas en cada visita.

Se evalu6 y documentd, la apariencia de la herida, el aspecto del lecho, el area, el

tejido desvitalizado, la presencia y el grado de tejido de granulacidn, el tipo de exudado

y el porcentaje de epitelizacién en cada visita.
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Fueron evaluados los signos de infeccion (rubor, calor, inflamacion y dolor), el
aspecto de la piel perilesional y los cambios inflamatorios observados en caso de que

apareciesen.

Tambien se registraron los resultados de los cultivos microbianos y los efectos
adversos tales como infeccion, aumento del area de la herida, exéresis 0seas, aparicion

de tumores, signos de rechazo o cicatrizacion patologica.

De forma semanal se aplico MA segun el procedimiento descrito anteriormente

en el apartado (2.6 procedimientos de estudio y tratamiento con MA).

Al tratarse de pacientes con neuropatia sensitiva en mayor o menor grado, no se
utilizé ninguna escala para considerar el nivel de dolor, y por lo tanto el dolor no fue

valorado.

En todos los casos se realizd un seguimiento de las Ulceras epitelizadas para
valorar el estado de la piel. Durante la revision se impartié informacion para la prevencion
y el cuidado del pie diabetico, se revisé el calzado de cada paciente y la ortésis en los

casos indicados.

Los pacientes con Ulceras activas se siguieron realizando las curas, segun el

protocolo establecido en la Unidad (Anexo IlI).

103



Los pacientes dados de alta fueron avisados para un seguimiento al mes y cada 6

meses durante dos afios con el proposito de valorar el aspecto de la Ulcera epitelizada.

5.8 Metodologia estadistica

Realizamos un estudio descriptivo en el que las variables numéricas se
resumieron como media, desviacion tipica, mediana, minimay méaxima, y las variables
cualitativas con frecuencias y porcentajes.

Para la aplicacion del contraste de hipétesis en variables continuas, se valoro
inicialmente la normalidad de la muestra mediante el test de Kolmogorov-Smirnoff, y
las condiciones de homogeneidad de varianzas mediante la prueba de Levene. En
funcion de estos resultados, aplicamos la comparacion de medias de T-Student para dos
factores. Para la comparacion de variables cualitativas aplicamos el test de la Chi-
Cuadrado, y prueba exacta de Fisher en caso de ser necesario. La magnitud de
asociacion entre variables cualitativas se realizd mediante los residuos tipificados

corregidos.

Todos los resultados se consideraron significativos para un nivel alfa<0.05.

Los andlisis se llevaron a cabo con el programa IBM SPSS Statistics v20 (SPSS Inc.,

Chicago, IL).
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6 RESULTADOS

6.1 Resultados de la viabilidad celular

En las muestras analizadas (inmediatamente tras la extraccion de MA, a los 30 minutos
y a los 60 minutos) con la tincion de Azul de Toluidina se observa una viabilidad celular del
100% y menos del 10% de células muertas en las tinciones con Azul de Tripan. La viabilidad
celular en las muestras de MA a los diferentes tiempos se muestra en la Tabla 14 y Figura 14.

El estudio de la viabilidad se realizé con tres membranas distintas criopreservadas en
nitrogeno liquido. Los fragmentos se descongelaron en la UPC segun protocolo establecido
(PNP-P-033). Una vez obtenido el producto terminado (membrana sobre apdsito de tulgrasum
descongelada, lavada y envasada), se introdujo en el contenedor de transporte, previamente
refrigerado con acumuladores de frio y controlando la temperatura con un Data logger a 20°C.

Cada una de las muestras se mantuvo en estas condiciones en el contenedor de transporte
hasta su analisis durante el tiempo establecido en el protocolo de validacion (0, 30, y 60 minutos

respectivamente) (Tabla 14) obteniendo los siguientes resultados:
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LOTE FRAGMENTO TIEMPO % CEL TOLUIDINA + % CEL TRIPAN+
M1-0 0 minutos 100 <10
M1
(M-025) M1-1 30 minutos 100 <10
M1-2 60 minutos 100 <10
M2-0 0 minutos 100 <10
M2
(M-030) M2-1 30 minutos 100 <10
M2-2 60 minutos 100 <10
M3 M-3-0 0 minutos 100 <10
(M-031)
M3-1 30 minutos 100 <10
M3-2 60 minutos 100 <10

Tabla 14. Viabilidad celular en MA. Relacion de células vivas por tiempo. Elaboracién propia.
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MUESTRA 1 (M-025)

MUESTRA 2 (M-030)

MUESTRA 3 (M-031)

TIEMPO

TOLUIDINA

TRIPAN

TOLUIDINA

TRIPAN

TOLUIDINA

TRIPAN

0 HORAS

30 MINUTOS

60 MINUTOS

Figura 14. Imagen de tinciones de viabilidad celular de MA a las 0 horas, 30 minutos y 60 minutos. Elaboracion propia.
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6.2 Resultados de las caracteristicas de las Ulceras y evolucion de los pacientes

Un total de 18 pacientes con Ulceras complejas en pie diabético de méas de 8 semanas de
evolucion, fueron tratados desde mayo de 2014 hasta noviembre de 2017. De los cuales 5 fueron

mujeres frente a 13 hombres de edades comprendidas entre 16 y 82 afios.

Presentaron DM tipo | 4 pacientes, frente a 14 pacientes con DM tipo Il. Todos
precisaron una descarga personalizada tipo bota: Walker, Optima o zapato postquirdrgico,y 3

de ellos su medio de transporte fue una silla de ruedas.

Los tratamientos previos incluyeron antibioterapia, exéresis 6seas, camara hiperbarica,
Terapia de Presién Negativa Topica (TPNT), revascularizacién y amputacion del miembro

inferior (Tabla 15).

En 17 pacientes (94%) se experiment6 una reduccion del area de la Glcera consiguiendo

una epitelizacion completa, y en el restante se redujo el area un 75% (pacientel?).

En la tabla 15 se muestran las caracteristicas de los pacientes tratados con MA.
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PAC TPNT CH REV HbA1c AMC ITB T.TTO A P GWM Loc
meses cm?
NO Sl Sl 6,40 NO 0,87 7 12 1 AP
11
2 Sl Sl NO 4,90 NO 1 2 19,70 1 MP
3 Sl Sl Sl 8,50 NO 0,80 36 3 1 MP
4 Sl NO NO 7,40 NO 1,1 48 8,50 1l MP
5 Sl NO Sl 7,10 SI 0,90 7 35,80 v RP
6 Sl NO Sl 6,70 NO 0,90 18 5,50 1 MP
7 NO NO NO 9,50 Sl 0,40 18 17,74 1 RP
8 Sl NO NO 6 NO 1 10 0,52 1 MP
9 NO NO NO 10,20 SI 0,80 7 7 1l RP
10 NO NO NO 9,50 NO 1 12 0,70 1l AP
11 Sl NO NO 6,90 NO 0,90 4 42,50 ] AP
12 NO NO NO 5,50 NO 0,50 6 5,30 1 AP
13 NO NO Sl 8,80 NO 1,15 5 9 1 AP
14 NO NO NO 4,80 NO 1,27 9 4,98 ] AP
15 NO SI Sl 7,8 NO 1 4 1,53 1l RP
16 Sl NO NO 7 NO 0,90 2 4,52 1 AP
17 Sl NO NO 7 NO 0,8 4 8,3 1 AP
18 NO NO NO 6,20 NO 0,90 5 3,60 1l AP

Tabla 15. Caracteristicas de los pacientes tratados con MA 'y localizacion de las ulceras. Elaboracion propia.

TPNT: Terapia de Presidon Negativa Tdpica, CH: Cdmara Hiperbarica, REV: Revascularizacion, AMC: Amputacién
del Miembro Contralateral, ITB: indice Tobillo Brazo, T.TTO: Tiempo de tratamiento previo a la aplicaciéon de
MA, A.P: Area previa. GWM: Grado Wagner-Merrit, LOC: localizacién, AP: Antepie, MP: Mediopie, RT: Retropie.

A continuacion, se muestra mediante una serie de imagenes, la evolucién clinica de los

pacientes durante el tratamiento con MA (Figuras 15, 16, 17, 18, 19y 20).
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08 Moy

Figura 15. Evolucién gréfica de los pacientes 1, 2 y 3 antes de la aplicacion de MA, durante y con la Ulcera
epitelizada.



Figura 16. Evolucion grafica de los pacientes 4, 5y 6 antes de la aplicacién de MA, durante y con la Glcera
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Figura 17. Evolucién grafica de los pacientes 7, 8 y 9 antes de la aplicacién de MA, durante y con la Glcera
epitelizada.
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Figura 18. Evolucién gréafica de los pacientes 10, 11y 12 antes de la aplicacién de MA, durante y con la Ulcera
epitelizada.

114




’o:' l"’l'.'“l"""" Q"""."Q""".“‘mn’

~ ¥ ’ ~"\5. / ’4-
oweEle . N

Figura 19. Evolucidn grafica de los pacientes 13, 14 y 15 antes de la aplicacién de MA, durante y con la Ulcera
epitelizada. Elaboracién propia.
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Figura 20. Evolucion grafica de los pacientes 16, 17 y 18 antes de la aplicacion de MA, durante y con la
Ulcera epitelizada. Elaboracién propia. Elaboracion propia.
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Antes de iniciar el tratamiento con MA:

- Todos los pacientes fueron tratados con cura ambiental y diversos apdsitos comerciales
segun las caracteristicas clinicas que presentaban las Ulceras.

- En 17 pacientes fue necesaria antibioterapia sistémica y exéresis 6sea parcial o total.

- En 12 pacientes se constatd una hemoglobina glicosilada superior a 6,5% (Tabla 15).

- Siete pacientes presentaron un ITB entre 0,9-1, tres pacientes entre 1,1-1,3 y ocho
pacientes presentaron un ITB <0,8 (tabla 15).

- La localizacion de las ulceras fue 9 en antepie, 5 en mediopie y 4 en retropié (tabla 15).
- El tiempo medio de tratamiento fue de 24 meses y medio (2-48), con &rea media de

10,56 cm? (0,52 cm?-42,5 cm?).

Durante el tratamiento con MA observamos:

- Una reduccion progresiva del tejido desvitalizado sustituyéndose por tejido sano.

- En 15 pacientes una disminucion del exudado.

- En 3 pacientes (2, 11 y 13) la presencia de un exudado moderado de aspecto
blanquecino, no oloroso, de consistencia serosa, sin signos clinicos de infeccion, no apreciado

durante el tratamiento convencional.
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Tres pacientes (2,11 y 18) comentaron una disminucion progresiva del dolor tras cada
aplicacion de MA.

El tiempo medio de epitelizacion con MA fue de 145 dias (45-392) con una media de
11,22 aplicaciones (4-40) (Figura 21).

El ritmo de epitelizacion, la reduccion del area de las Ulceras, y el nimero de MA
aplicadas se muestra en figura 21.

En cuanto a los acontecimientos adversos relacionados con la aplicacion de la MA, no
se presenciaron signos clinicos de infeccion, a excepcion de la paciente 14 en la que se realiz6
una exéresis 6sea durante el tratamiento. No se observo tumoracion ni neoplasia en el lecho, ni

en la piel perilesional de las Glceras tratadas con MA.
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Figura 21. Disminucién del area, ritmo de epitelizacion en semanas y nimero de MA aplicadas. Elaboracién propia.
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6.3 Resultados de los microorganismos presentes en los cultivos realizados durante el
tratamiento con MA

Los microorganismos aislados en las Ulceras durante la aplicacion de MA, se

representan en la figura 22.

50

40 - 35,7 35,7 35,7
28,6
21,4
20 - 14,3 14,3 14,3
7,1 7,1 71 7,1 7.1 71 71 71 71

Figura 22. Porcentaje de microorganismos aislados en el total de los cultivos realizados en las Ulceras
de los pacientes durante el tratamiento con MA. Elaboracion propia.

El microorganismo aislado con mayor frecuencia en este tipo de Ulceras fue el S. Aureus
seguido de E. Faecalis, E. Clocae y K. Neumoniae dato que coincide con la bibliografia revisada

y que se discutira posteriormente en la discusion del trabajo.
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6.4 Resultados estadisticos

Aplicando el test de Pearson observamos una correlacion significativa (p<0,004) e
inversa entre el ITB y el nimero de membranas (p: -0,637) y una correlacién significativa
inversa (p<0,0001) entre el ITB y los dias de epitelizacion (p: -0,765). Lo que indica que a
medida que descienden los valores de ITB aumenta el tiempo de epitelizacion y el nimero de
MA aplicadas. Ademas, se establece una correlacion entre la localizacion de las Ulceras, el
numero de membranas y el tiempo de epitelizacion, siendo la zona posterior del pie (talon) la
localizacion de aquellas Glceras que mas tardaron en epitelizar y mayor nimero de membranas

requirieron.

6.5 Resultados de los seguimientos de las Ulceras en los pacientes

Tras el seguimiento de los pacientes al afio y dos afios de epitelizar sus heridas, en dos
pacientes se ocasionaron nuevas ulceras (paciente 7 y paciente 9), dando lugar en un paciente
a laamputacion del miembro (paciente 7) y el otro paciente (paciente 9) continla en tratamiento

con TPNT y curas ambientales.

Dos pacientes presentaron una recidiva de su Ulcera tras un mes (paciente 3) y tres meses
(paciente 8) de suspender la aplicacion de MA, el paciente 3 continta en tratamiento y la ulcera
del paciente 8 en la actualidad se encuentra epitelizada. El resto de pacientes contintian con sus
Ulceras epitelizadas y con un buen aspecto de la piel. No se aprecia cicatriz hipertrofica,

queloidea ni dolorosa en ningln caso.
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El paciente 17 continGia con diversos tratamientos sin la epitelizacion de su ulcera.

En las siguientes imagenes, se muestra la evolucién grafica de los seguimientos de los
pacientes con Ulceras tratadas con MA, a los 6 meses y al afio del tratamiento (figuras 23, 24 y

25).

Figura 23. Evolucion grafica de los seguimientos de los pacientes 1, 2, 4, 5y 6 al afio y del paciente 3 a los
seis meses. Elaboracion propia.
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Figura 24. Evolucidn gréafica de los seguimientos de los pacientes 7, 9, 10, 11y 12 al afio y del paciente 8 a
los seis meses. Elaboracion propia.
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Figura 25. Evolucion grafica de los seguimientos de los pacientes 13, 14, 15, 16 y 18 al afio y del paciente
17 a los seis meses. Elaboracion propia.
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7 DISCUSION Y COMENTARIOS

7.1 Reduccion del area de la herida

En este estudio se exponen los resultados del uso de MA criopreservada para el
tratamiento de una serie de pacientes con Ulceras complejas de pie diabético. A pesar de que las
caracteristicas de las Ulceras en los pacientes fueron diferentes, el resultado del tratamiento con

MA fue favorable en todos ellos.

En todos los casos se observo una disminucion del area de la herida, dato que esta en
concordancia con las observaciones de otros autores (Zelen, CM.)[135] que utilizd MA
deshidratada para demostrar la eficacia de este tratamiento en 25 pacientes diabéticos con
Ulceras neuropaticas frente a un grupo control tratado con suero fisioldgico, obteniendo una
resolucion de las Ulceras en el 92% de los pacientes tratados en el grupo de MA a las seis
semanas de tratamiento (Werber,B.) [136], también aportd datos en su estudio sobre la
reduccion del area en 20 pacientes con ulceras crénicas de Pie Diabético tratadas con MA

liquida obteniendo una curacién del 90% de las heridas a las 12 semanas de tratamiento.
A pesar de que el hecho clinico mas significativo fue la reduccion del area de la herida,

en nuestra serie de casos aquellos pacientes con menor afectacion sensitiva manifestaron una

disminucion sustancial del dolor, dato corroborado en la bibliografia como una propiedad
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bioldgica de la MA también comentado Alsina, M. [137] en una serie de tres pacientes con

Ulceras venosas donde se aplico MA fresca.

7.2 Disminucion del tejido desvitalizado

El tejido desvitalizado, formado en la etapa de la inflamacion de la herida y que esta
constituido por colageno, fibrina, neutréfilos, macrofagos, bacterias y detritus celulares que se
adhieren al lecho de la herida e impiden la resolucion de la misma, se reduce paulatinamente.
No encontramos datos en la bibliografia que aclaren posibles mecanismos de actuacién de la
MA en este tejido. No obstante, el desbridamiento cortante que realizamos en los pacientes que
presentan tejido esfacelado es un mecanismo que sirve de ayuda y mejora la accion desbridante

de la MA.

En aquellos pacientes donde no realizamos desbridamiento cortante también
observamos una reduccion del esfacelo tras la aplicacién de MA, lo que quizas pueda estar en
relacion con la supresion de dos mediadores proinflamatorios, como son la interleuquina-1a y
la interleucina-1p por el estroma de la matriz de la MA, lo que reduciria la inflamacién y sus

productos de desecho.
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7.3 Regulacion del exudado

Existe controversia en cuanto al exudado, ya que autores como Alsina-Gibert, M. [137]
reportan un aumento del exudado en uno de los tres pacientes tratados con MA fresca a
diferencia de Vivekananda BR. [138] que en su estudio de 200 pacientes con Ulceras crénicas
de diversas etiologias en las que aplico MA preservada en glicerol, reporta una disminucién del
exudado en los pacientes tratados con MA frente al grupo control en los que el exudado aparecid

en el 70% de los pacientes.

En nuestra serie, aparecié exudado a la semana de aplicacion de la MA en un 20% de
los pacientes que se fue regulando de forma paulatina tras las siguientes aplicaciones, dato que
sugiere que quizas la MA mediante la secrecion de factores moleculares induzca cambios

electroliticos favorables en el proceso de cicatrizacion de heridas.

7.4 Reduccion del dolor

En nuestra serie, tres pacientes reportaron una disminucion del dolor tras la aplicacion
de MA, tratamiento utilizado por Eskandarlou, M. [133] en pacientes con quemaduras para
conseguir la epitelizacion y la disminucién del dolor. A pesar de que esta variable no fue

recogida, ya que los pacientes presentaban neuropatia sensitiva en mayor en menor grado.
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75 Disminucién de la infeccion

En cuanto a los datos obtenidos tras los cultivos microbioldgicos realizados durante el
tratamiento con MA, se evidencia un mayor porcentaje de bacterias Gram positivas y en
particular un aumento de Estafilococus Aureus, dato que coincide con la bibliografia revisada,
que indica un predominio de patdégenos cocos Gram positivos que producen infecciones en

pacientes con pie diabético [139].

En un estudio utilizando técnicas moleculares para investigar la etiologia de la ulcera
cronica infectada, el S. Aureus fue la bacteria mas frecuente [140] encontrando otros
microorganismos aerobios y facultativos como Morganella Morganii, Enterococcus Faecalis,
Citrobacter y Haemophilus. Entre los anaerobios, los mas comunes fueron: de la especie de
Anaerococcus Prevotii, Bacteroides Fragilis, Finegoldia Magna, Peptoniphilus, Clostridium, y
Veillonella [140]. En la fascitis necrotizante y gangrena, los microorganismos aislados méas
comunes fueron cocos Gram positivos facultativos, enterobacterias, y bacilos Gram negativos

fermentadores y anaerobios [49, 140].

En infecciones de Pie Diabético, un estudio llevado a cabo en Espafia [141] se
mostraron resultados similares. En nuestros casos, la mayoria de los cultivos fueron
monomicrobianos; y el S. Aureus fue el microorganismo mas prevalente seguido por las

enterobacterias y P. Aeruginosa. La principal bacteria con problemas de resistencia a los
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antibidticos en las infecciones del pie diabético fue el Staphylococcus Aureus Resistente a la

Meticilina (SARM), que se cultivd en el 12% de los casos [141].

Las bacterias aerobias aisladas encontradas en los cultivos de las Ulceras tratadas en
nuestros pacientes con mayor frecuencia fueron: S. Aureus (50%), E. Faecalis (35,7 %), E.
Clocae (35,7%), K. Pneumoniae (35,7), C. Albicans (21,4%), S. Maltophilia (28,6%) (Figura
23). Un 7,1% de las cepas de S. Aureus fueron resistentes a la meticilina (SARM) lo que

significa que esta bacteria estaba presente en el 7,1 % de las muestras clinicas analizadas.

Nuestros datos sugieren que la MA contribuye a la proteccion de la ulcera frente a
infecciones, ya que los pacientes con cultivos positivos tras las aplicaciones de MA no
desarrollaron infeccion clinica, y con tratamientos anteriores si habian desarrollado signos
clinicos de infeccion. Estos datos coinciden con los de Zelen, CM. [142] que reporta una
reduccion de infecciones en el grupo tratado con MA frente a los pacientes tratados con el

tratamiento estandar de curas con diferentes apositos.

7.6 Regulacién del tejido de granulacién

En nuestra serie, observamos que la MA induce la granulacion en Ulceras cronicas,
apareciendo un lecho vascularizado sano, dato que aportan otros autores como Vivekananda,

BR. [138], que lo atribuye a las propiedades angiogénicas de la MA, aunque este autor establece

129



una distincion entre las capas de la MA y su aplicacion por una u otra capa en funcion de los

efectos deseados, aspecto que no hemos considerado en nuestros pacientes.

Dos de los pacientes (paciente 2 y paciente 11) desarrollaron sintomas claros de
hipergranulacion previa al tratamiento con MA que fue regulada de forma paulatina tras la
aplicacion de MA. Poco se sabe sobre la hipergranulacion en los pacientes diabéticos [143]. El
exceso de humedad, la friccion, el desequilibrio del colageno, el exudado excesivo, las
infecciones y un lecho de la herida mal vascularizado han sido sefialados como rasgos comunes

de heridas que desarrollan hipergranulacion [143-145].

Las Ulceras del pie diabético son propensas a la infeccion debido al suministro
inadecuado de oxigeno y nutrientes a la Glcera, aumentando asi el potencial de formacién de

tejido anormal, como la hipergranulacion.

La hipergranulacion se ha tratado tradicionalmente con nitrato de plata, desbridamiento

quirdrgico, corticoides y cirugia con laser [143].

En dos pacientes de nuestra serie que habian desarrollado hipergranulacion, la MA
disminuyd este exceso de granulacion después de sélo dos aplicaciones. El efecto positivo de
la MA sobre las ulceras hipergranuladas podria explicarse por las propiedades antiinflamatorias
[94,146, 147] de esta que actuarian como un agente regulador durante la inflamacién. Asi pues,

la MA parece una buena opcion terapéutica para las Ulceras diabéticas hipergranuladas.
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7.7 Angiogénesis

El significado clinico de la produccién adecuada de Factor de Crecimiento Endotelial

Vascular (VEGF) durante la reparacion de la herida se ha demostrado repetidamente [148].

Los niveles de proteina VEGF activa, tienden a ser anormalmente bajos en individuos
con heridas crdnicas no cicatrizadas como las observadas cominmente en pacientes diabéticos.
Las ulceras del Pie Diabético son causadas por la disminucién del flujo sanguineo y por tanto,
la vascularizacion insuficiente de la herida, derivada de la baja actividad del VEGF,
probablemente contribuye a retrasar el proceso de reparacion. Del mismo modo, los farmacos
que bloguean la actividad del VEGF, que se utilizan para tratar multiples tipos de cancer,

implican un riesgo significativo de dificultar la cicatrizacion de heridas [148].

En general, los datos de laboratorio y los estudios clinicos indican que son necesarios
niveles adecuados de VEGF para la reparacion eficiente de la herida [148]. Roelen, DL. et al.
[149], analizando la produccion de citoquinas en cultivos mixtos de células humanas y células
madre mesenquimales de MA humanas, observaron un aumento de VEGF en estos medios de

cultivo [149].

Dado que la MA produce VEGF en gran cantidad, es muy probable que tenga un efecto

positivo en la regulacion de la angiogénesis en el lecho vascular. De hecho, nuestros pacientes,
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tras la aplicacion de MA, mostraron un lecho vascular de la herida mas revitalizado y con mejor

aspecto macroscopico, lo que quizés indica un posible mecanismo de accion de la MA.

Sin embargo, con respecto a la angiogénesis del lecho vascular, existe controversia entre
las propiedades antiangiogénicas y promotoras de angiogénesis de MA. Niknejad, H. [150]

mostr6 ambas propiedades dependiendo de la cara por la que se aplique la MA.

Nosotros, en la observacién de diferentes Ulceras del pie diabético, hemos verificado
que la aplicacion de MA con frecuencia produce una mejora sustancial en la vascularizacién
del lecho de la herida, aunque no medimos la cantidad de VEGF. En estudios posteriores del
grupo determinaremos la cantidad de VEGF presente en las biopsias de herida previos y
posterior al tratamiento con MA, y otro marcador endotelial que seria el Von Willebrand factor
(VWEF) presente en el endotelio de los nuevos vasos en los tejidos (angiogénesis) mediante

PCRs cuantitativas.

En un estudio reciente realizado por Zheng, Y. et al [151], ratones diabéticos con
heridas fueron tratados con MA micronizada y criopreservada, que promovio la cicatrizacion,
redujo la inflamacion y estimulé determinadas interleuquinas produciendo una migracion de

macrofagos y células progenitoras CD34 +, aumentando asi la neovascularizacion.
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7.8 Factor de crecimiento transformante beta (TGF-p)

En grandes heridas crdnicas, nuestro grupo [147, 152,153] ha observado que la MA
favorece la epitelizacion mediante la modulacién del programa genético inducido por TGF-B,
estimulando asi la proliferacién y migracion de queratinocitos en dichas heridas. Un gen clave
para entender este efecto es c-Jun [152], proteina que esta implicada en la migracion celular
[154]. La expresion y activacion de c-Jun es inducida al maximo por el sinergismo de una via
de sefalizacion activa de TGF-B y MA [152]. Es necesaria mas investigacion para determinar
si ambos factores contribuyen a los eventos celulares y moleculares que, actuando localmente,
modificarian el ambiente para revertir el deterioro, y estimularian una reepitelizacion efectiva

de las ulceras complejas del Pie Diabético.

7.9 Acontecimientos adversos

En un paciente (paciente 14) se procedio a la exéresis de un fragmento 6seo del quinto
metatarsiano por osteomielitis, confirmada por anatomia patoldgica, durante el tratamiento con
MA. Esta complicacion podria haber sido causada por una infeccion 6sea sin signos clinicos de
infeccion aparente, no detectada previamente al tratamiento con MA, ya que la exposicion 6sea

estaba presente y el “probe to bone” fue positivo antes del tratamiento.

133



7.10  Otros aspectos a destacar:

Hemoglobina glicosilada

En un 72% de los pacientes se constaté una hemoglobina glicosilada Alc (HbAlc)
superior a 6,5% (valor normal <6,5%) antes del inicio del tratamiento con MA, dato que
contribuye a la evolucion desfavorable de las ulceras en estos pacientes. Por lo que es
aconsejable un estrecho control en estos pacientes para potenciar un buen control glucémico.
De hecho, 3 de los 4 pacientes de la serie en los que se realizaron amputaciones del miembro

contralateral tenian HbA1lc elevadas.

En estudios posteriores, con mas casuistica, se estudiaran las correlaciones del control
de la HbAlc con los diferentes parametros evolutivos de la herida local y las complicaciones,
asi como la posible correlacion del tratamiento de MA con las glucemias inmediatamente

posteriores a su implantacion.

Grado de arteriopatia e isquemia

El pie isquémico se manifiesta por dolor de reposo, ulceracion o gangrena en pacientes
con diabetes, y este requiere tratamiento. La presencia frecuente de neuropatia influye
fuertemente en la presentacion de la afeccion con lesiones méas graves que en el paciente no
diabético. La presencia de Enfermedad Arterial Periférica (PAD) aumenta la isquemia del

nervio, resultando en empeoramiento y neuropatia. Ademas, tales lesiones arteriales pueden
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progresar sin ser detectadas. En consecuencia, los pacientes diabéticos con PAD tienen mas

probabilidades de presentar ulceras que los paciente no diabéticos [155].

El ITB se define, como la relacion de la sangre sistélica de presion en el tobillo dividida
por la presion sistolica del brazo, este indice debe realizarse en pacientes de 50 0 més afios que

tienen diabetes. Si es normal (0,8-1,1), la prueba debe repetirse cada 5 afios.

Pacientes de 50 afios de edad que tengan otros factores de riesgo por ejemplo; fumar,
hipertension, hiperlipidemia o pacientes diabéticos de més de 10 afios de evolucion las

recomendaciones dicen que deberia realizarse de forma anual [155].

Un dato comunicado en la bibliografia [136] es que la arteriopatia e isquemia
contribuyen a la persistencia y fallo en la curacion de heridas. Nosotros hemos serie
corroboramos este dato y encontramos una clara correlacion inversa: a medida que descienden

los valores de ITB, aumenta el tiempo de epitelizacion de las ulceras [136].

La isquemia critica no revascularizable sintomatica en pacientes con PD es un criterio
de amputacion. Es muy notable que a pesar de ello, en dos de nuestros pacientes que presentaron
estas caracteristicas, aplicamos MA y uno de ellos en la actualidad conserva el miembro inferior

y parte del pie.
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Recientemente, en nuestro hospital hemos puesto en marcha un tratamiento por uso
compasivo para pacientes con Isquemia Critica de Miembro Inferior no revascularizable, con
células mononucleadas (CMN) autélogas de médula ésea (MO) inyectadas en el musculo

gastrocnemio de ambas piernas para valorar el grado de neovascularzacion.

7.11 Dificultades asociadas al procedimiento

A pesar de que la MA es un tejido facil de obtener y sin problemas éticos para su uso,
en su aplicacion préctica es necesario disponer de infraestructuras adecuadas tales como una
Unidad de Produccion Celular (UPC) acreditada que cumplen con la normativa GMP (Good
Manufacturing Practice) y cuente con la autorizacién de la AEMPS requerida para la

produccion de MA.

Personal con experiencia para el rapido procesamiento de este tejido, y un Servicio de
Ginecologia y Obstetricia en el que exista un volumen suficiente de cesareas programadas en

pacientes sanas para obtener las MA.

En el caso de su empleo por uso compasivo, es absolutamente necesaria la aprobacién
de la Agencia Espariola del Medicamento y Productos Sanitarios (AEMPS) de forma individual
para cada paciente ya que se trata de un medicamento en investigacion con caracteristicas
especiales, lo que precisa unos exigentes tramites administrativos y un seguimiento muy preciso

y continuado de la evolucién clinica y los efectos adversos potenciales. La Farmacia
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hospitalaria ha de registrar el tratamiento de estos pacientes ya que de forma semanal

reabastece mediante la aplicacion de la AEMPS cada lote de MA aplicado a cada paciente.

7.12 Limitaciones

Dentro de las limitaciones con las que nos hemos encontramos estan:

Falta de Ensayos Clinicos aleatorizados con MA humana criopreservada

Reduccidn en el nimero de casos de los pacientes tratados

Falta de datos disponibles

Pérdida de seguimiento de los pacientes
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8 CONCLUSIONES

De nuestro estudio se concluye, que el tratamiento con MA humana criopreservada:

» Es seguro en pacientes con Ulceras de Pie Diabético.

» Se ha demostrado eficaz en el 94% de los casos, logrando la cicatrizacion de las

Ulceras de Pie Diabético en 17 de los 18 pacientes tratados.

» Hasido eficaz incluso en heridas de larga evolucién que habian fallado a tratamientos

previos.

» La presencia de gérmenes en las ulceras no ha sido un factor que haya alterado los

efectos favorables producidos por la MA.

» Existe una correlacion inversa significativa entre el ITB y el tiempo hasta la
epitelizacion, asi como con el nimero de MA necesarias para conseguirla. La
correlacion negativa también es patente cuando la localizacion de la Ulcera es en el

talon.

» Puede ser un arma terapéutica adicional a los cuidados multidisciplinares que estas

heridas requieren, y contribuir a ahorrar amputaciones en estos enfermos.

» Proporciona una mejor calidad de vida ya que las curas no son dolorosas y se pueden

realizar de forma semanal y ambulatoria.
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ANEXO I

HOJA DE INFORMACION PARA LA DONACION DE MEMBRANA
AMNIOTICA

Finalidad y descripcion de la donacion

Este documento tiene como objeto solicitar su autorizacion escrita para la donacion gratuita
de membrana amnioética, para su uso terapéutico. Es importante que lea esta informacion, que
entienda su contenido y el objeto de la misma y si tiene alguna duda, haga todas las preguntas
que crea preciso a su médico. La membrana amnioética es un tejido rico en células con un

posible potencial reparador.

El objetivo de la donacion es su uso clinico en la Unidad de Terapia Celular del Hospital
Universitario Virgen de la Arrixaca, coordinada por el Dr. Jose M2 Moraleda Jiménez: -
Reconstruccion de la superficie ocular y la piel en el tratamiento de diferentes patologias. -
Utilizacion como apdsito bioldgico en el tratamiento de quemaduras, Ulceras cutaneas y

grandes heridas.

El consentimiento para la donacién no supone para usted ningln riesgo o molestia adicional
ya que Unicamente va a autorizar el uso de la membrana amnidtica, que de otra forma se
desecharia, para su aplicacion clinica. Para su obtencion, no se llevara a cabo ninguna prueba
o intervencién distinta de aquella vinculada con el parto. La donacién de la membrana

amniotica es voluntaria, por lo que el presente consentimiento puede ser revocado, totalmente
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o0 para determinados fines, en cualquier momento. En caso de revocacién ante cualquier uso
de la misma, se procederd a su inmediata destruccion, sin perjuicio de la conservacion de los
datos resultantes del uso que se haya realizado con caracter previo y sin que ello suponga
cambio alguno en la relacion con su médico ni perjuicio en su tratamiento y/o seguimiento.

Caracter altruista de la donacién

La donacion y la utilizacion de la membrana amniotica sera gratuita. La donacion implica,
asimismo, la renuncia por parte de los donantes a cualquier derecho de naturaleza econémica
o de otro tipo. Proteccidn de datos y confidencialidad Los datos personales que se recojan
sobre Usted, seran confidenciales. Se asegura la intimidad y confidencialidad de los datos de
caracter personal del donante, de conformidad a la Ley Organica 15/1999, de 13 de diciembre,
de Proteccion de Datos de Caracter Persona; el Real Decreto 1720/2007, de 21 de diciembre,
por el que se aprueba el Reglamento de desarrollo de la misma, asi como la Ley 41/2002, de
14 de noviembre, béasica reguladora de la autonomia del paciente y de derechos y obligaciones
en materia de informacion y documentacion clinica y documentos contenidos en el archivo.
La informacidn que se recoja sera confidencial y no se usara para ningun otro proposito fuera

del indicado, accediendo Unicamente a la informacion obtenida los responsables clinicos.

Sus respuestas al cuestionario y a la entrevista seran codificadas usando un nimero de

identificacion y por lo tanto, serdn andnimas.
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CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA LA DONACION DE MEMBRANA
AMNIOTICA

YO0, (NOMDBIe Y @PEIIAOS), .. .coviiieiieie e e
DECLARO QUE: Entiendo que la membrana amniotica seré utilizada con fines terapéuticos.
Entiendo que la membrana amniotica va a ser recogida después del alumbramiento de la
placenta, sin perjuicio para mi o mi hijo/a. Entiendo que la identidad de mi persona y mi
hijo/a serén tratadas de forma confidencial y codificada, de forma que queden protegidas, de
acuerdo a lo dispuesto en la Ley Orgénica 15/1999 del 13 de diciembre de proteccion de datos
de carécter personal. Autorizo que se revise mi historia clinica y la de mi hijo/a. Consiento
que me extraigan una muestra de sangre para analisis (HIV-SIDA, hepatitis B y C, etc.).

Estas muestras podran ser almacenadas para futuras determinaciones. Entiendo que cualquier
resultado patoldgico detectado en los estudios realizados con motivo de la donacién de
membrana amnidtica me sera comunicado por el médico responsable. Entiendo que mi
consentimiento no obliga a recoger ni guardar la membrana amniotica si se considera que las
circunstancias no son idéneas. Conservo la posibilidad de renunciar a este consentimiento.
Entiendo que no recibiré compensacion econémica alguna por la donacion. He comprendido
la informacion recibida, he podido formular todas las preguntas que he creido convenientes y
me han aclarado todas las dudas planteadas, y en consecuencia, doy mi consentimiento para la

donacién de membrana amniética.

Firma del Médico que informa: Firma de la Donante o de familiar en

primer grado (menores de edad)

Fecha:

Fecha:

156



Sorvicio
Murciano

I:Ii' ‘;-‘IIIII!

ANEXO 11

Servicio: Cirugia General-Unidad de Heridas

Autorizacion para:

EL TRATAMIENTO CON MEMBRANA AMNIOTICA EN HERIDAS COMPLEJAS DE PARTES
BLANDAS Y PIE DIABETICO

DECLARO QUE HE COMPRENDIDO ADECUADAMENTE la informacion que me ha
sido facilitada, y en consecuencia AUTORIZO al servicio de Cirugia General — Unidad de
Heridas para que se me realice este tratamiento, he aclarado todas mis dudas con la persona
responsable Dr.oDra .............ocooviiin. Estoy satisfecho con la informacion que se
me ha proporcionado y entiendo que este documento puede ser REVOCADO por mi en
cualquier momento antes de la realizacion del tratamiento. Para que asi conste, firmo el

presente documento después de leido.

En Murcia, a

Firma del paciente Firma de la persona responsable DNI:

Sélo en caso de

REVOCACION DEL CONSENTIMIENTO: Yo, el paciente, con DNI/NIE/Pasaporte:
......................... , no doy la autorizacion para la realizacion de este tratamiento, o revoco
el consentimiento previo si lo hubiere otorgado. Tomo esté decision habiendo sido informado
suficientemente de los riesgos que asumo por este motivo.

En Murcia, a Firma del Paciente:

COPIA PARA EL HOSPITAL La informacion sobre el tratamiento que se me va a aplicar:

que debo comprender esté en la(s) hojas(s) siguiente(s)
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Me ha sido entregada la siguiente informacion por escrito.

En Murcia, la Firma del paciente: DNI/NIE/Pasaporte:

DESCRIPCION DEL PROCEDIMIENTO ¢(EN QUE CONSISTE?

La técnica es similar al de una cura tradicional. La diferencia esta en el apdsito que se pone en
la herida, membrana amnioética, que es un tejido procedente de la placenta. Posee células vivas
para favorecer la regeneracion de la piel en su herida.

FINALIDAD (PARA QUE SIRVE? Las heridas complejas y ulceras en pie diabético son
de curacion dificil. El tratamiento actual incluye curas continuas con apdsitos y medidas
higiénicas, que en ocasiones no bastan para su curacion total. En estos casos, el uso de
membrana amniotica pretende ayudar a la buena evolucion de estas heridas.

CONSECUENCIAS RELEVANTES O DE IMPORTANCIA No se conocen.
RIESGOS DEL PROCEDIMIENTO No se conocen. Puede haber sensacion de escozor.

RIESGOS PERSONALIZADOS DE IMPORTANCIA El riesgo de infeccion en los
pacientes con ulceras en pie diabético esta siempre presente. No se presentan riesgos
adicionales con la aplicacién de membrana amniotica que no sean los presentes de la
patologia del propio paciente.

CONTRAINDICACIONES No debe usarse en personas embarazadas (o que pudieran
estarlo) ni si esta dando el pecho. La seguridad del tratamiento durante el embarazo y la
lactancia no ha sido establecida.

ALTERNATIVAS AL PROCEDIMIENTO La alternativa son las curas habituales que ha
llevado hasta ahora. Ello puede implicar en los casos mas leves extirpar fragmentos 6seos, y
en los méas graves amputaciones menores 0 mayores. Siempre existe la opcién de asistir a
otros centros, camara hiperbarica en el caso que esté indicado, terapia con laser u otras
terapias celulares.
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DECLARO QUE HE COMPRENDIDO ADECUADAMENTE la informacion que me ha
sido facilitada, y en consecuencia AUTORIZO al servicio de Cirugia General — Unidad de
Heridas para que se me realice este tratamiento, he aclarado todas mis dudas con la persona
responsable Dr.oDra ..............c.oooiinl. Estoy satisfecho con la informacion que se
me ha proporcionado y entiendo que este documento puede ser REVOCADO por mi en
cualquier momento antes de la realizacion del tratamiento. Para que asi conste, firmo el
presente documento después de leido.

En Murcia, a

Firma del paciente Firma de la persona responsable DNI: DNI:

Sélo en caso de

REVOCACION DEL CONSENTIMIENTO: Yo, el paciente, con DNI/NIE/Pasaporte:
......................... , no doy la autorizacion para la realizacion de este tratamiento, o revoco
el consentimiento previo si lo hubiere otorgado. Tomo esté decision habiendo sido informado
suficientemente de los riesgos que asumo por este motivo.

En Murcia, a

Firma del Paciente:

COPIA PARA EL PACIENTE La informacion sobre el tratamiento que se me va a aplicar:

que debo comprender esté en la(s) hojas(s) siguiente(s)
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DESCRIPCION DEL PROCEDIMIENTO ¢(EN QUE CONSISTE?

La técnica es similar al de una cura tradicional. La diferencia esta en el apdsito que se pone en
la herida, membrana amniotica, que es un tejido procedente de la placenta. Posee células vivas
para favorecer la regeneracion de la piel en su herida.

FINALIDAD ¢(PARA QUE SIRVE? Las heridas complejas y ulceras en pie diabético son
de curacién dificil. EI tratamiento actual incluye curas continuas con apositos y medidas
higiénicas, que en ocasiones no bastan para su curacion total. En estos casos, el uso de
membrana amnidtica pretende ayudar a la buena evolucion de estas heridas.

CONSECUENCIAS RELEVANTES O DE IMPORTANCIA No se conocen.
RIESGOS DEL PROCEDIMIENTO No se conocen. Puede haber sensacion de escozor.

RIESGOS PERSONALIZADOS DE IMPORTANCIA El riesgo de infeccion en los
pacientes con ulceras en pie diabético esta siempre presente. No se presentan riesgos
adicionales con la aplicacién de membrana amnidtica que no sean los presentes de la
patologia del propio paciente.

CONTRAINDICACIONES No debe usarse en personas embarazadas (0 que pudieran
estarlo) ni si esta dando el pecho. La seguridad del tratamiento durante el embarazo y la
lactancia no ha sido establecida.

ALTERNATIVAS AL PROCEDIMIENTO La alternativa son las curas habituales que ha
Ilevado hasta ahora. Ello puede implicar en los casos mas leves extirpar fragmentos 0seos, y
en los méas graves amputaciones menores 0 mayores. Siempre existe la opcién de asistir a
otros centros, cdmara hiperbérica en el caso que esté indicado, terapia con laser u otras
terapias celulares.

160



Areal
Murcia Oeste
Crrivaca

AUTORIZACION DE FOTOGRAFIAS

Autorizo y consiento expresamente a que el Area | de Salud/Murcia-Oeste- Hospitall
Clinico Universitario “Virgen de la Arrixaca” pueda utilizar fotografias o grabaciones de
imagenes de las heridas, tomadas por los profesionales del Hospital con el fin de facilitar el
seguimiento y evolucion visual de la herida o para dar a conocer la trascendencia cientifica
del proceso clinico en actividades de formacidn o para colaborar en publicaciones cientificas.
Asimismo, renuncio a pedir cualquier tipo de responsabilidad civil o penal por el mencionado
uso de dichas imégenes o grabaciones.

El Area I de Salud/Hospital Clinico Universitario “Virgen de la Arrixaca” se
compromete a cuidar de la confidencialidad y secreto de las fotografias o grabaciones, a no
cederlas ni venderlas ni permitir el acceso por parte de terceros, salvo en los casos que
contempla la ley orgénica 15/1999, de 13 de diciembre, de proteccion de datos de caracter
personal. Asimismo se le informa de su derecho de acceso, rectificacion, cancelacion y
oposicion a/de sus datos, que podra ejercer en los términos y condiciones previstos en la
propia LOPD, solicitandolo a través de la Direccion General del Area I.

Y para que surta plenos efectos, firmo la presente declaracién en Murcia a de de

Firmado:

Nombre del Paciente:

DNI:
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ANEXO I11

MANEJO DEL TRATAMIENTO DE LAS HERIDAS

PROTOCOLO T/ M (TIME*): Desbridamiento no quirirgico £ control de humedad
CURAS CADA 48 HR
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PROTOCOLO | / M (TIME®): Heridas con infeccion local £ control de humedad

CURAS CADA 72 HR
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PROTOCOLO E/M (TIME*): Heridas en fase de granulacién t control de humedad
CURAS CADA 72 HR
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PROTOCOLO DE TERAPIA PRESION NEGATIVA
CURAS 2 VECES A LA SEMANA
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