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Introduccién

INTRODUCCION:

He decidido elegir este tema ya que despierta un gran interés en la especialidad que
estoy realizando (cirugia plastica, reparadora y estética) en la cual lo mas frecuente es
la patologia de la piel, realizandose tanto injertos o colgajos cutaneos para cubrir
defectos dérmicos ya sea en quemaduras o pérdida de sustancia. Se cuenta con gran
experiencia, pero en los ultimos afios se estan llevando a cabo nuevas intervenciones,
con la ayuda de la ingenieria tisular, como el cultivo de piel obteniéndose mayor
superficie de la misma cuando es necesario para cubrir amplias superficies de piel que
ha sido dafiada. Un ejemplo claro lo tenemos en los grandes quemados en los que no
se podria realizar injerto de la piel antdloga debido a la escasez de zonas donantes.
Estas intervenciones quirdrgicas en las que se usa piel artificial obtenida mediante
ingenieria tisular son aln escasas, y aunque estan en auge, aun queda mucho por
investigar y desarrollar pues suponen un gran beneficio para el paciente, ya que con la
sustraccion de una pequefia biopsia de piel del propio paciente, seriamos capaces de
obtener una superficie de piel artifical lo suficientemente amplia para cubrir el defecto
cutdneo en cuestion, siendo minimamente invasivos por tanto. Y he aqui el nexo de
unidon entre mi especialidad y la ingenieria tisular, aprovechando esto, voy a tratar de
exponer la problematica de la terapeutica actual de la patologia de la piel y como surge
la ingenieria tisular como medio de solucion a esta problematica.
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1. LAPIEL

1.1 ESTRUCTURA, PROPIEDADES Y
FUNCIONES DE LA PIEL

La piel es el 6Grgano mas extenso del cuerpo humano, y juega un papel fundamental en
el mantenimiento del equilibrio interno. Histologicamente, la piel esta formada por tres
capas, denominadas epidermis, dermis y tejido celular subcutaneo (figura 3).

A) Epidermis

Es la porcibn méas externa de la piel y constituye el 5 % del espesor total de la
misma. Tiene 0,04-1,5mm de espesor (maximo en palmas y plantas). Esta constituida
por un epitelio escamoso estratificado que se queratiniza y origina los apéndices (ufia,
pelo, glandulas sebaceas y sudoriparas).

Desde un punto de vista histolégico, la epidermis esta constituida por distintos tipos de
células (Figuras 1 y 2), las cuales se pueden clasificar como células intrinsecas o
propias del epitelio y células extrinsecas (Tabla 1), tal como se detalla a continuacion:

A.- Poblacion intrinseca o propia del epitelio. Esta poblacion esta formada por los
queratinocitos, los cuales constituyen alrededor del 90% de la poblacion celular total del
epitelio de la piel. Los queratinocitos son células del epitelio destinadas a queratinizarse
en mayor o menor grado, siguiendo un proceso en el que las células se van
especializando y van migrando hacia capas mas superficiales de la piel. En su
evolucion, los queratinocitos migran desde las capas mas profundas del epitelio hasta
la superficie del mismo. Producida la mitosis, pueden permanecer en la capa basal o
dividirse y migrar de nuevo hacia el exterior, siendo asi células especializadas hasta
convertirse en ocasiones en una escama queratinizada (anucleada) que mas tarde se
descama hacia el exterior. De este modo, la poblacion epitelial queratinocitica que
reviste la piel se renueva constantemente.

De este modo, los queratinocitos se pueden disponer en el epitelio formando hasta
cinco capas o estratos:

 Poblacion Celular Intrinseca:

1) Queratinocitos (90% del total de células de la  epidermis)
« Paoblacion Celular Extrinseca:

- Células Permanentes o Residentes (9% del total):

2) Melanocitos

3) Células de Merkel

4) Células de Langerhans

- Células Transitorias:

5) Granulocitos

6) Linfocitos

7) Monocitos

Tabla 1. Clasificacion de células de los distintos estratos de la epidermis
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1. Estrato_basal o _germinativo, consiste en una capa celular de una sola célula de
espesor que se apoya sobre la lamina basal, formacion extracelular que separa este
epitelio del tejido conectivo de la dermis (Carrascal, 2001). La lamina basal se identifica
facilmente mediante la tincion acida de Schiff y la positividad inmunohistoquimica para
el colageno IV. El estrato basal contiene células madre pequefias y cubicas con una
pequefia cantidad de citoplasma, por ello, los ndcleos se sitian muy juntos. Las células
madre dardn origen a los queratinocitos maduros por division mitética, los cuales van
migrando conforme se van diferenciando desde este estrato hacia el estrato mas
superficial o estrato corneo, donde terminaran descamandose de la superficie de la piel
(Ross y cols., 2004).
Los estudios de cinética celular han demostrado la existencia de tres poblaciones
celulares en el estrato basal de la epidermis: las células madre, las células
aceleradoras de transito (que sOlo permanecen en este estrato hasta que se
transforman en células comprometidas hacia la linea epidérmica) y las propias células
comprometidas que tras dividirse ascienden rapidamente desde este estrato
experimentando la diferenciacion terminal en queratinocitos (Potten y Morris, 1988).
1. Las células madre o células indiferenciadas , tienen capacidad ilimitada de
division, fenomeno que experimentan con lentitud denominandose por ello “slow-
cycling stem cells” (Lavker y Sun, 2000). Pueden ser identificadas “in vivo” por su
capacidad de retencion de 3H-timidina a largo plazo y por la elevada expresion
de integrinas Bl y a6 que contrasta con la baja expresion del receptor de la
transferrina (Janes y cols., 2002; Jones y cols., 1995a). Estas células poseen un
extraordinario potencial de proliferacion ya que gracias a ellas, la epidermis se
renueva cada dos semanas durante toda la vida (Fuchs, 2001).
2. Las células aceleradoras de transito , poseen un potencial mitético limitado
a tan solo 4 o 5 divisiones antes de transformarse en células terminalmente
diferenciadas.
3. Las células comprometidas , que ya han perdido irreversiblemente la
capacidad de dividirse e inevitablemente progresan hacia la linea queratinocitica,
muestran pérdida de expresion de integrina a6p4 y expresion de queratina 1.

Figura 1. Epidermis humana observada por microscopi a oOptica con tincién
hematoxilina-eosina.
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Figura 2. Esquema de los estratos de la epidermish  umana.

2. Estrato espinoso: consta de varias células de espesor, cuyo tamafio es mayor que el
de las células del estrato basal. Su caracteristica peculiar es que poseen multiples
proyecciones citoplasmaticas o “espinas”. La union de estas proyecciones entre células
contiguas se realiza mediante desmosomas. Debido a este aspecto, las células de este
estrato se denominan espinocitos.

3. Estrato granuloso: tiene de una a tres células de espesor que contienen abundantes
granulos de queratohialina de naturaleza basofila que se tifien intensamente. Al igual
que en el estrato espinoso, las células granulosas sintetizan la mezcla de
glucoesfingolipidos, fosfolipidos y ceramidas.

4. Estrato ldcido: localizado Unicamente en la piel gruesa. Posee aspecto refractil.
Contiene células eosindfilas en avanzado estado de queratinizacién. El nacleo y las
organelas citoplasmaticas desaparecen conforme en la célula aumenta la presencia de
gueratina.

5. Estrato corneo: posee las células mas diferenciadas de la epidermis. Tienen el
nacleo y las organelas desintegradas, y la membrana plasmatica engrosada. Son
células cornificadas, que se van descamando y estan ocupadas casi por completo de
filamentos de queratina.
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B.- Poblacion extrinseca: Esta poblacién es de origen ajeno al epitelio, esta formada
por células permanentes y células transitorias, como se detalla a continuacion:

e Poblacion extrinseca permanente: Representa el 9% de la poblacion celular del

epitelio y esta constituida por 3 tipos de células:

1. Melanocitos : Son células claras, de nacleo pequeiio, de aspecto dendritico,
con abundantes granulos precursores de melanina que en estados tempranos,
se denominan premelanosomas y carecen de melanina. Al madurar, estos
granulos reciben el nombre de melanosomas, los cuales son transferidos a los
gueratinocitos, haciendo posible la pigmentacion homogénea del epitelio. Cada
melanocito tiene queratinocitos asociados a los que suministra melanina, por lo
gue a este conjunto de células se le conoce como unidad epitelial de la
melanina (figura 4). Los melanocitos derivan de células que durante la vida
embrionaria migran desde la cresta neural y se introducen en la epidermis en
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desarrollo. La migracion de los melanocitos hacia la epidermis, asi como su
supervivencia son dependientes tanto del receptor tirosin quinasa cKit como de
su ligando, el factor de célula madre o “stem cell factor” (Haake y cols., 2001).

Figura 4. Imagen histologica correspondiente alae  pidermis humana en la
gue se han marcado los melanocitos mediante una téc  nica
inmunohistoquimica basada en diaminobencidina, la ¢ ual se puede detectar
en color marrén oscuro.

2. Células de Merkel: Se encuentran entre las células de la capa basal del
epitelio. Se diferencian de los melanocitos porque carecen de prolongaciones
de tipo dendritico (figura 6). Las células de Merkel participan en la percepcion
sensorial cutanea. En combinacion con fibras nerviosas mielinicas aferentes
forman parte de mecanorreceptores sensoriales, estando fundamentalmente
implicadas en las sensaciones de tacto (Tachibana, 1995; Munger, 1991).

Figura 5. Detalle de célula de Merkel observada con  MET
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3. Células de Langerhans: Son células presentadoras de antigenos, que
participan en reacciones de hipersensibilidad retardada a través de la captacion
de antigenos en la piel y su posterior transporte hacia los ganglios linfaticos. En
estado activado expresan el receptor IgFc, el receptor interleuquina 2 (CD25) y
CD4. También expresan la proteina S100, vimentina, E-cadherina y la molecula
de adhesién intracelular 1 (ICAM1) (Cruz, 2001; Udey, 1997). En secciones
tisulares de piel humana, el marcador especifico de células de Langerhans es
el anticuerpo antiCD1a (Hauser y cols., 1991). En la mayoria de los casos, las
células de Langerhans aparecen en el estrato espinoso de la epidermis,
aunque pueden encontrarse en cualquiera de sus estratos. Las células de
Langerhans poseen prolongaciones de morfologia dendritica, y en su interior
poseen granulos de Birbeck (Figura 6). Ademas, estas células ejecutan la
primera respuesta celular intraepidérmica frente a los antigenos tumorales y los
microorganismos, desempefiando también un papel destacado en el rechazo
de los injertos de piel (McKee y cols., 2005).

Prolongaciones Células de Langerhans

Figura 6. Detalle célula de Lagerhans donde se pued en observar sus
prolongaciones de morfologia dendritica, y en su in terior poseen granulos
de Birbeck

e Poblacion extrinseca transitoria: Esta poblacion representa alrededor del 1% de las
células del epitelio y estd constituida por granulocitos, linfocitos y monocitos
sanguineos que pueden infiltrarse ocasionalmente en la epidermis para responder a
una agresion local.

B) Unidn dermoepidérmica

Presenta una gran complejidad de estructura, funciébn y composicion quimica. De
acuerdo a su estructura, consta de dos capas fundamentales: la ldmina basal y la
lamina reticular. Al microscopio electronico de transmision, en la lamina basal podemos
distinguir la lamina lucida o membrana electro-transparente y la lamina densa o
membrana electro-densa. En general, podemos distinguir cuatro componentes en la

7
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union dermoepidérmica: las membranas celulares de los queratinocitos basales con sus
complejos de union a la lamina basal (hemidesmosomas); la ldmina basal y los
componentes fibrosos asociados a la lamina reticular (fibrillas de fijacion, microfibrillas
dérmicas y fibras de colageno).

La union dermoepidérmica es una barrera semipermeable la cual permite el intercambio
de células y liquidos entre la epidermis y la dermis. También actla como soporte
estructural para la epidermis y proporciona cohesién a la unién entre la epidermis y la
dermis (figura 7).

Ky
- h

& LAMINARETIC

- ;(:\-.i'r ; __:' o

Figura 7. Imagen de MET donde se muestra la lamina  y los componentes
fibrosos asociados a la lamina reticular

C) Dermis

La dermis constituye la capa intermedia de la piel y constituye el 95% del espesor total
de ésta. Alcanza su maximo espesor en la espalda, donde puede llegar a ser 30 veces
mas gruesa que la epidermis.

La dermis es un sistema de tejido conectivo fibroso que contiene redes nerviosas y
vasculares y los apéndices formados por la epidermis (foliculos pilosos, glandulas,
etc.). Como todos los tejidos conectivos, la dermis esta formada por distintos tipos de
células y una gran cantidad de matriz extracelular.

Las células propias de la dermis son los fibroblastos, los cuales constituyen la
poblacion celular mas abundante, existiendo, ademas, un gran numero de células
procedentes de la piel, incluyendo macréfagos, mastocitos y linfocitos.

El componente extracelular de la dermis consiste en una cantidad variable de sustancia
fundamental amorfa en la que aparecen gran cantidad de fibras de colageno, fibras
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elasticas y otros tipos de materiales fibrosos y globulares. Desarrollaremos estos
componentes a continuacion:

El Coldgeno
Forma el armazon extracelular mas importante de todos los organismos

pluricelulares. Es una proteina compleja sintetizada por una amplia diversidad
de tipos celulares entre los que se incluyen los fibroblastos, miofibroblastos,
osteoblastos, condroblastos, células musculares lisas, células endoteliales y
varios tipos de células epiteliales (Wenstrup y cols., 1991). Se conocen al
menos 20 tipos de colagenos diferentes (Kadler y cols., 1996), designados con
nameros romanos (I a XX) en funcion de su morfologia, composicion
aminoacidica y de sus propiedades fisicas. Los enlaces entrecruzados, son el
principal factor que favorece la resistencia a la tension del colageno (Cotran y
cols., 2000); la formacién de enlaces covalentes depende en parte del enzima
lisil-oxidasa (McKee y cols., 2005).

La piel, gracias a la organizacion de las fibras coldgenas, presenta zonas
donde la elasticidad normal de la piel se ejerce con menos fuerza. Las lineas
gue se forman en estas zonas se denominan lineas de menor tension de la piel
o lineas de Langer. Normalmente se corresponden con las arrugas y son
perpendiculares a la contraccion de los musculos de la region.

Las incisiones electivas deben seguir las Lineas de Langer para que la cicatriz
sea mas favorable (figura 8).

Figura 8. Lineas de menor tension en la piel humana o lineas de Langer.



Introduccién

X/
L X4

Componente elastico

Las fibras elasticas son en esencia las responsables de las propiedades
retractiles de la piel (Uitto, 1991a), aunque son un componente minoritario en la
dermis normal (24%). Estas fibras son sintetizadas por los fibroblastos y
también por las células musculares lisas. Estan intimamente asociadas con el
coldgeno, pero no pueden distinguirse mediante tinciones histoldgicas
convencionales, siendo necesarias otras como la tincién de Orceina, elastina o
de van Gieson.

En la dermis papilar las fibras elasticas son finas y tienden a situarse
perpendiculares a la superficie de la piel, mientras que en la dermis reticular
son mas gruesas y se suelen orientar de modo paralelo a dicha superficie. A
microscopia electronica, se observa que las fibras elasticas se componen de
microfibrillas de aproximadamente 11lnm de diametro, embebidas en una
sustancia electrodensa amorfa de naturaleza proteica conocida con el nombre
de elastina (Christiano y cols., 1992), la cual es un polipéptido de 800
aminoacidos con un peso de aproximadamente 72,000 daltons. La elastina esta
formada de un “armazén” de moléculas de fibrilina de la que se conocen tres
tipos diferentes. La fibrilina es una proteina de alto peso molecular rica en
cisteina y que también posee regiones de factor de crecimiento epidérmico de
particular importancia por su capacidad de unioén al calcio (Uitto y cols., 1991b;
Goetinck y Winterbottom, 1991). La elastina posee entre otros aminoacidos
desmosina e isodesmosina, que ayudan a mantener la integridad estructural de
las fibras elasticas debido a su participacion en enlaces covalentes. Durante la
sintesis de la fibra elastica se forma primero el componente microfibrilar, que
después sera embebido en la elastina.

La sustancia fundamental amorfa

Constituye el medio en el que se encuentran los componentes celulares y
fibrosos de la piel. Sus funciones mas importantes se centran en el transporte
de agua y electrolitos asi como en otras de permeabilidad y osmolaridad de los
fluidos intersticiales. Se compone mayoritariamente de agua, existiendo
cantidades variables de fibronectina y glicosaminoglicanos (acido hialuronico,
condroitin sulfato 4 y dermatan sulfato), (Goetinck y Winterbottom, 1991) que
son sintetizados por los fibroblastos de la piel y posiblemente por las células
musculares lisas y los mastocitos.

La vascularizacion dérmica consta de un plexo superficial, que atraviesa la dermis
paralelamente a la epidermis, y proporciona una rica red de capilares, arteriolas
terminales y vénulas a las papilas dérmicas. El plexo profundo se localiza en la
porcién inferior de la dermis junto al tejido subcutaneo. Esta compuesto por vasos
de mayor calibre. La epidermis es avascular y su nutricion se produce por simple
difusion.

Los linfaticos dérmicos se encuentran asociados al plexo vascular.

La dermis es rica en nervios . El tacto y la presion estdn mediados por los
corpusculos de Meissner y los corpusculos de Paccini (mecanoreceptores). La
temperatura y el dolor son transmitidos por fibras nerviosas amielinicas que
terminan en la dermis papilar y alrededor de los foliculos pilosos.
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Las fibras adrenérgicas post-ganglionares del sistema nervioso autonomo regulan la
vasoconstriccion, la secrecion de las glandulas apocrinas y la contraccion de los
musculos erectores del pelo. La secrecion sudoripara ecrina esta mediada por fibras
colinérgicas.

Segun su estructura, podemos diferenciar dos regiones distintas en la dermis:

Dermis papilar: ubicada justo debajo de la epidermis, se compone de tejido
conjuntivo laxo con colagenos de tipo | y Il principalmente, y de finas fibras
elasticas organizadas en una red irregular. Posee vasos sanguineos
pertenecientes al plexo subpapilar (Kierszenbaum, 2002), que se extienden
hacia arriba para irrigar la epidermis pero sin penetrar en ella (ya que ésta es
un tejido avascular). Presenta ademas, prolongaciones nerviosas que terminan
en la dermis o que alcanzan la epidermis penetrando a través de la lamina
basal.

En el limite entre las dos capas dérmicas se encuentra un grupo de vasos
sanguineos correspondientes al plexo cutaneo (Kierszenbaum, 2002).

Dermis reticular: Es la mas profunda, siendo de mayor espesor. Se compone
de tejido conjuntivo denso, de colageno tipo | mayoritariamente, y de fibras
elasticas, que son algo mas gruesas que en el estrato anterior. El colageno y
las fibras elasticas se organizan en lineas regulares de tension.

Epidermis

Dermis

Glandula
sudoripara

Tejido
subcutaneo

Tejido 02253
adiposo “

Figura 9. Imagen obtenida con microscopia Optica te  fiida con H-E, donde se
detallan las distintas capas: epidermis, dermisyt  ejido subcutaneo.
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Tejido celular subcutaneo

El tejido celular subcutaneo constituye la capa mas interna de la piel (figura 9). Esta
compuesta por l6bulos de adipocitos separados por tabiques fibrosos formados por
colageno y vasos sanguineos de gran calibre (Kierszenbaum, 2002). Recientemente,
se ha descubierto que este tejido es muy rico en células madre adultas multipotentes,
las cuales se han utilizado en distintos protocolos de ingenieria tisular.

Anejos cutaneos

Conjunto _pilosebaceo: Es una unidad anatébmica constituida por el foliculo piloso, la
glandula sebacea y el masculos erector del pelo.

El foliculo piloso posee tres segmentos:

+ Bulbo piloso: compuesto por matriz y papila dérmica. Esta situado en la
profundidad dérmica y termina en la insercién del musculo erector del pelo.

+ Istmo: desde la insercion del musculo erector hasta la apertura en el foliculo
piloso de la glandula sebéacea.

+ Infundibulo: desde la desembocadura de la glandula sebacea hasta su
desembocadura en la superficie epidérmica.

El masculo erector del pelo esta constituido por fibras musculares lisas y es el Unico
elemento muscular liso de la dermis.

El ciclo de crecimiento del pelo consta de tres fases:
+ Anagen o fase de crecimiento activo.
- Catagen o fase de involucion.
+ Telogen o fase de reposo.
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— Glandula
sebécea
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Vaina radicular
interna

Maina radicular
externa

—— Vaina dérmica
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sudoripara
o apocrina

e Bulbo
L S, _J piloso

Figura 10. Imagen obtenida con microscopia Opticat  efida con H-E, donde se
detallan las distintas unidades del conjunto pilose baceo: el foliculo piloso, la
glandula sebacea y el musculo erector del pelo.

En el cuero cabelludo el 80 % de los pelos estan en anagen, que dura afos; el resto en
fase catagen, que dura 2-4 semanas, o en telogen, que dura 2-4 meses.

Las glandulas sebaceas son glandulas multilobuladas que se encuentran en todas las
regiones corporales, excepto las palmas y plantas de pies. Son mas abundantes en las
zonas seborreicas, que son tronco y cara. Las hormonas androgénicas estimulan su
desarrollo. La funcién del sebo es bacteriostética, aislante y feromona (Ross, 2004).

Glandula apocrinas: Son glandulas de tipo tubular simple, que almacena su secrecion
y bajo estimulo simpatico sale al exterior. Se encuentran en las axilas, genitales
externos, areola, conducto auditivo externo (glandulas ceruminosas) y parpados
(glandulas de Moll). Tienen una accion poco conocida, pero la secrecion bajo accion de
las bacterias podria actuar como feromona (Ross, 2004).

Glandula sudoriparas ecrinas:  Se encuentran en casi toda la piel, excepto en borde
de labios, lecho ungueal, labios menores y glande. Son mas numerosas en palmas y
plantas. Se sitian en la profundidad de la dermis y la hipodermis y son independientes
del foliculo piloso y de la glandula sebacea. La secrecidn ecrina esta compuesta
fundamentalmente por agua y tiene funcion termoreguladora, pues la evaporacion del
sudor enfria la superficie corporal. Se regula por el sistema autbnomo a traveés de fibras
colinérgicas (Ross, 2004).
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UAas: Son placas cornificadas compuestas por células con diferente queratinizacion y
producidas por la matriz ungueal. La matriz de la ufia empieza proximalmente bajo el
surco ungueal proximal y distalmente alcanza hasta el borde de la media luna blanca o
linula. La piel que se encuentra debajo del extremo libre de la ufia se denomina
hiponiquio. Bajo el epitelio existe una dermis muy vascularizada, lo que le da el color
rosado al lecho ungueal. El crecimiento de la ufia desde la parte proximal a la distal,
dura aproximadamente 6 meses (Ross, 2004).

PROPIEDADES DE LA PIEL

Como cobertura externa corporal, posee funciones de vital importancia para la
supervivencia. Sus dos capas de tejidos tienen cometidos especificos, aunque como
organo, la piel trabaja como un todo. La epidermis gracias a la queratina, representa
una barrera fisica de proteccién frente a la entrada de agentes nocivos como bacterias
y toxinas que ademas, impide la evaporacidon de agua en exceso. Recientemente
Niyonsaba y cols. 2005, han descrito la presencia de agentes antimicrobianos que
constituyen el escudo quimico natural protector de la piel, tales como B-defensina,
catelicidina LL37 y lisozima. La melanina sintetizada por los melanocitos, protege
nuestro organismo de los efectos nocivos de los rayos ultravioleta y las células de
Langerhans constituyen una defensa inmunoldgica.

« Viscoelasticidad de la piel: se deben tener en cuenta dos aspectos, la capacidad
de estiramiento temporal y la capacidad de recuperacion después de un
estiramiento méaximo. El primero se presenta cuando tras una pérdida de piel, los
bordes de la herida se separan excesivamente y la sutura directa presenta mucha
tensiéon. En este caso se dan puntos de aproximacion a los bordes de la herida y se
liberan después (a modo de pre-sutura). Asi se consigue un estiramiento adicional.
Esta propiedad de la piel se utiliza en las expansiones intraoperatorias. La
capacidad de recuperacién después de un estiramiento maximo se da cuando en el
momento intraoperatorio la piel queda muy tensa y pobre en circulacién. Si no se
sobrepasa un cierto limite de tension, al cabo de unas horas, la piel se distiende y
recupera su color.

+ Propiedades tensoras de la piel: normalmente la piel se mantiene bajo cierta
tensién, mas en los jévenes que en los adultos. Esta tension influye negativamente
en el resultado de la cicatriz. Las incisiones que siguen las lineas de menor tension
de la piel (de Langer) cicatrizan mejor y con mayor rapidez. Asi, en zonas donde la
tensién cutanea es grande (hombros y pre-esternal) se dan con mucha frecuencia
cicatrices hipertréficas y queloideas. Cuando la tension cutanea es mas rapida que
su capacidad de estiramiento, se rompen las fibras colagenas y se originan estrias
cutaneas. Esto se observa en el embarazo u obesidad de rapido aumento. Cuando
la tensiébn sobrepasa la capacidad de estiramiento de la piel se produce la
obstruccion de los vasos sanguineos y linfaticos. Por este mecanismo se producen
numerosas ulceras y necrosis de colgajos.

« Extensibilidad de la piel: la elasticidad de la piel es mayor en nifios y en zonas de
piel delgada. Con la edad se pierde elasticidad y se reemplaza por la laxitud de la
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piel. La piel que esta sobre las articulaciones es mas extensible, lo que permite los
movimientos. Por el contrario, en zonas con mayor grosor de la piel, con presencia
de pelo y fijacibn por trabéculas a planos profundos (palmas y plantas), la
extensibilidad ser4 menor.

+ Reparacion-Regeneracion de la piel: Para poder soportar las continuas
agresiones que si bien no son muy severas, son continuas, la piel a nivel de la
epidermis, posee su propio sistema de autorrenovacion programada representado
funcionalmente por cuatro compartimentos: el compartimento de células madre, el
de las células aceleradoras de transito, células en estado de diferenciacion y células
terminalmente diferenciadas (Janes y cols., 2002).

FUNCIONES DE LA PIEL

Las funciones de la piel son numerosas, destacando fundamentalmente las que se
describen a continuacion:

« Funcién barrera (contra microorganismos y radiacion ultravioleta).
. Organo de proteccion.

« Mantenimiento del equilibrio hidroelectrolitico.

« Produccion de melanina.

+ Metabolismo de secreciones internas y externas.
« Regulacion de la temperatura.

« Regulacion del pH cutaneo (pH 5,5).

« Funcion de lubricacion.

+ Reparacion de las heridas.

+ Reacciones inflamatorias.

+ ldentificacion personal.

« Comunicacion con el medio ambiente.

« Funcién inmunoldgica.
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1.2 PATOLOGIA DE LA PIEL:

Existen diversas patologias de la piel de las cuales las mas frecuentes y de interés en
mi especialidad serian las heridas, Ulceras por presion y las quemaduras, voy a
exponer cada una de ellas indicando el tratamiento especifico de las mismas

1.2.1 HERIDAS

Una herida es una solucion de la continuidad normal de los tejidos. EI hombre, en su
evolucion filogenética, perdié su capacidad de regenerar miembros o tejidos. Hoy sélo
conserva la posibilidad de reparar las lesiones de sus tejidos con un proceso de
cicatrizacion, es decir, con un tejido similar aunque no idéntico. Sin esta capacidad de
autorreparacion el medio interno saldria al exterior permanentemente, lo cual seria
incompatible con la vida. La cicatrizacidon cutanea es un proceso reparativo complejo
gue conduce a la regeneracion del epitelio y el reemplazo de la dermis por un tejido
fibroso constituido por coladgeno con caracteristicas diferentes al normal. Las nuevas
fibras son mas cortas y desorganizadas, por lo que la cicatriz nunca presenta la fuerza
tensora de la piel ilesa.

No existe hasta el momento ningin medio o factor que acelere la cicatrizacion normal
de las heridas. Por lo que el papel del cirujano se debe limitar a favorecer y facilitar la
tendencia natural que tienen todos los tejidos a cicatrizar.

Cicatrizacion

Fendmeno biol6gico que comprende varios procesos perfectamente ensamblados y
ordenados. Desde el mismo momento en que se produce la agresion a un tejido, se
activa una cascada de sefales moleculares que dan lugar a una secuencia
concatenada de procesos que integran las siguientes fases: inflamatoria, proliferativa y
reparadora, y de remodelacion (Clark, 1996). Hay un considerable intervalo de tiempo
en la sucesion de todas estas fases, que hasta completar todo el proceso se puede
prolongar varios meses (Bennet y Schultz, 1993Db).

Fase inflamatoria

La inflamacion representa la reaccion de defensa del organismo ante la accion de un
agente nocivo. Todas las heridas presentan reacciones inflamatorias. Su duracion es
aproximadamente de tres dias (Hartmann, 1999). El primer objetivo de los procesos
reparativos es el de detener la hemorragia. Al producirse una lesion, desde las células
dafiadas se liberan sustancias vasoactivas que provocan una constriccion de los vasos
(vasoconstriccion) evitando una mayor pérdida de sangre. El sistema de coagulacion se
activa a través del complejo proceso de aglomeracion de trombocitos, para de ese
modo cerrar de manera permanente el lugar de la lesion. Asi se origina un coagulo que
detiene la hemorragia, cierra la herida y la protege de posibles contaminaciones
bacterianas y de la pérdida de humores. Ademas sirve de reservorio de citocinas y
factores de crecimiento (FC) que son liberados en la degranulacion plaquetaria
(Zimmerman y cols., 2000). Este “cocktail” precoz de FC constituye el inicio de los
procesos de cierre de la herida: proporciona sefiales quimiotacticas para reclutar
células inflamatorias circulantes hacia la zona de la herida, inicia los movimientos
tisulares de reepitelizacion y contraccion del tejido conectivo, y estimula la
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caracteristica respuesta angiogénica de la herida (Martin, 1997). Transcurridas 24
horas se produce la migracion de los monocitos a la region de la herida reclutados
desde la circulacion sanguinea, que se transforman en macrofagos en la zona de la
lesion, alcanzando su pico a las 48 horas después de producirse la herida. Los
macrofagos ocupan un papel central en la cicatrizacion, de hecho, ésta no seria posible
sin su participacion. Si la infiltracion de macrofagos es impedida, la cicatrizacion es
severamente dafiada (Leibovich y Ross, 1975). Los macréfagos liberan una bateria de
citocinas/FC en la herida, esenciales para la reparacion, que amplifican las sefales
previas liberadas por la degranulacion plaquetaria y los neutrdéfilos (Martin, 1997), que a
su vez estimulan y controlan la deposicion de proteinas de la matriz, la angiogénesis y
la reepitelizacion (Slavin, 1996).

Fase proliferativa

En esta fase, que comienza aproximadamente al cuarto dia, predomina la proliferacion
celular con el fin de alcanzar la reconstitucion vascular y de volver a rellenar la zona
defectuosa mediante el tejido granular. Los FC liberados por los macréfagos estimulan
la migracién de fibroblastos, células epiteliales y células del endotelio vascular ilesas de
los margenes de la herida (Grant y cols., 1987, 1992); a su vez, estas células proliferan,
aumentando la celularidad de la herida, e iniciando la fase proliferativa, que a menudo
dura varias semanas (Hartmann, 1999).

A partir del cuarto dia comienza a rellenarse la zona de la lesion de un nuevo tejido,
denominado tejido de granulacién. Su formacion es iniciada, principalmente por
fibroblastos, que producen por una parte colageno y por otra proteoglicanos
(macromoléculas de matriz extracelular).

La region central de una herida es hipoxica. La reparacion de la herida no puede
progresar sin nuevos vasos (Hartmann, 1999). Gracias a los FC, los vasos intactos del
borde de la herida generan brotes vasculares que migran a la zona lesionada y al
coagulo sanguineo colindante (Risau, 1997; Clark y cols., 1996; Fisher y cols., 1994).

Fase de diferenciacion y remodelacion

Entre el 6° y 10° dia comienza la maduracion de las fibras de colageno. La herida se
contrae, se reduce cada vez mas la presencia vascular y el contenido de agua en el
tejido granular, que gana en consistencia, y se transforma finalmente en el tejido
cicatricial. La epitelizacion cierra el proceso de curacion de la herida (Hartmann, 1999).
El metabolismo del colageno dentro de la herida es un equilibrio entre sintesis y
degradacion (Slavin, 1996). Diversos FC como el PDGF, el FGF, y algunas citocinas
(IL-1,TNF-a) inducen la secrecion de metaloproteinasas (MMPs) por parte de
fibroblastos, macrofagos, neutréfilos, y algunas células epiteliales, que degradan el
colageno y otras proteinas de la matriz extracelular. Una vez formadas, las MMPs son
inhibidas rapidamente por sus inhibidores tisulares (TIMPs). El resultado final de los
procesos de sintesis y degradacion es la remodelacién (Goetzl, 1996). La retraccion de
las fibras colagenas solo desempefia un papel secundario en la contraccion de la
herida. Los fibroblastos del tejido de granulacién tienen una intervencion mucho mas
decisiva en la contraccion, ya que una vez finalizan sus actividades de secrecion se
transforman en parte en fibrocitos (estado de reposo) y en parte en miofibroblastos, que
al igual que las células musculares lisas contienen actomiosina, proteina muscular con
capacidad para generar fuerzas contractiles (Clark, 1996; Desmouliére y cols., 1993;
Berry y cols., 1998).
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Del tejido granular parten las sefiales quimiotacticas, (KGF), que actian sobre los
gueratinocitos para que se inicie la migracién de las células epiteliales desde los bordes
de la herida (Nanney, 1990), ademas, proporciona una superficie humeda deslizante
para que lleven a cabo su migracion. La reepitelizacion se origina a partir de los
apéndices de epidermis residual y de los epitelios de los margenes laterales de la
herida (Hartmann, 1999; Garlick y Taichman, 1994; Kidd y cols., 1971). Las uniones de
hemidesmosomas tienen que ser disueltas, y los primeros queratinocitos de los bordes
de la herida tienen que expresar nuevas integrinas, en orden a alcanzar un sostén
sobre la matriz provisional de la herida y desplazarse sobre la dermis subyacente a ella
(Breuss y cols., 1995; Haapasalmi y cols., 1996; Grinnell, 1992).

Cuando la superficie denudada de la herida ha sido cubierta por una monocapa de
gueratinocitos, la migracion epidérmica cesa, y una nueva epidermis estratificada con
una membrana basal subyacente es reestablecida desde los margenes internos de la
herida (Clark, 1996).

Por el modo de evolucion, podemos establecer dos grupos fundamentales de heridas:
Heridas agudas, que son lesiones discretas que vienen seguidas de una fase de
cicatrizacion relativamente rapida; y heridas cronicas, que se desarrollan durante un
largo periodo de tiempo (usualmente no inferior a dos meses) y que se caracterizan por
un significativo retraso en el proceso cicatrizal (Saulis y Mustoe, 2001).

Modelos experimentales de cicatrizacion

A pesar de ser la cicatrizacion un mecanismo universal, cada proceso, al mismo tiempo
es modulado por tantos factores o variables que lo convierten en un hecho singular. A
nivel cutaneo, los modelos experimentales con animales han sido cruciales en el
avance obtenido en el conocimiento de los mecanismos celulares y moleculares de la
cicatrizacion de heridas. Mdltiples estudios en animales han revolucionado nuestra
percepcion en este campo. La siguiente clasificacion (Saulis y Mustoe, 2001) no incluye
todos los modelos de cicatrizacion de heridas existentes, pero si aguellos que han sido
mas relevantes.

Modelos de heridas agudas

Hay tres tipos principales:
- heridas incisas, similares a las heridas quirurgicas
+ heridas excisionales de espesor parcial
+ heridas por quemaduras.

Modelos de cicatrizacion retrasada

Los modelos con demora en su cicatrizacion principalmente empleados son:
« heridas isquémicas,
« heridas en animales envejecidos,
« heridas cronicas,

+ heridas de ulceras por presion. Modelos en animales inmunodeprimidos.
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Hay cuatro grupos esenciales:
+ heridas en animales diabéticos,
« heridas inducidas por la radiacion,
« heridas en animales tratados por esteroides,
« heridas en animales tratados con inmunodepresores.

Modelos con cuerpos extrafios

Entre ellos encontramos los modelos tipo: “wound chambers” (espacio muerto cubierto
por cubiertas deslizables), modelos de espacio muerto (como los implantes porosos
gue permiten el crecimiento del tejido de granulacion dentro de ellos a través de los
poros, y asi se puede estudiar este tejido, separado de otros procesos como la
epitelizacion y la contraccion de la herida (Saulis y Mustoe, 2001), y modelos que
utilizan de forma provisional cuerpos extrafios que actian como sistemas de liberacion
de principios activos que posteriormente se degradan hasta desaparecer por completo
del medio tisular.

Otros

Ademas de los modelos descritos en los ultimos afios, han surgido otros nuevos que
han revolucionado con nuevas perspectivas el tratamiento de los procesos de
reparacion entre ellos destacan sobre todo y de forma muy reciente los que implica las
técnicas de ingenieria tisular en todas sus acepciones, tanto como terapia guiada,
constructos (piel artificial) 6 células madre (Llames y cols., 2006; Jiménez y Jiménez,
2004), y es hacia estos modelos hacia donde se dirige nuestra atencién en esta
memoria.

Tipos de cicatrizacion

« Cierre primario: Se produce cuando la herida se cierra dentro de las primeras
horas tras su creacion. Los bordes de la herida son aproximados directamente. El
metabolismo del coladgeno aporta fuerza tensional de la herida. Las enzimas de la
matriz extracelular regulan la formacion de colageno y la degradacion de la matriz y
permiten la remodelacion de la herida, dejando asi una cicatriz estrecha. La
epitelizacion cubre la superficie de la herida y actia como barrera a la infeccion.

« Cierre primario retrasado: Los bordes de la herida son aproximados varios dias
después del traumatismo, una vez solventado el riesgo de infeccion de la herida.
Después de 3 o 4 dias las células fagociticas ya han entrado en la herida y la
angiogénesis ha comenzado. Las células inflamatorias destruyen las bacterias
contaminantes. El metabolismo del colageno no se altera y la fuerza tensional que
se obtiene es la misma que mediante el cierre primario.

« Cierre_secundario: El cierre secundario de una herida de espesor total se
produce por contraccion y epitelizacion. La herida disminuye de tamafo por la
contraccion producida por los miofibloblastos. Estas células aparecen al tercer dia,
aumentan su numero hasta los 20 dias siguientes y desaparecen cuando la
contraccion se completa.
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- Cierre de heridas de espesor parcial: Las heridas que afectan al epitelio y a la
capa superficial de la dermis cicatrizan mediante epitelizacién. Las células
epiteliales de los foliculos pilosos y glandulas sebaceas vecinas se dividen para
cubrir toda la dermis expuesta. Hay una minima formaciéon de colageno y no se
produce contraccion (Saulis y Mustoe, 2001).

Factores que influyen en la cicatrizacion
« Técnica de sutura:

Lineas de Langer: las heridas que siguen estas lineas afectan menos la
resistencia funcional de los tejidos y permiten que los bordes de la herida se
junten mas facilmente y con menos tension, produciendo asi mejores cicatrices.
Si siguen una direccion perpendicular favorece la tension y una cicatriz ancha,
hipertrofica o retréctil.

Técnica quirdrgica: es muy importante el tratamiento atraumatico de las heridas.
Se ha de retirar el tejido necrético y los cuerpos extrafios de la superficie
cruenta. Las suturas no deben estar muy apretadas ni muy cerca de los bordes
de la herida. Se debe evitar la aparicion del hematoma con una buena
hemostasia; afrontar bien los bordes de la herida y evitar el cierre a tension. La
forma de la cicatriz es importante: las cicatrices circulares dan malos resultados
y las rectas se retraen mas pero son menos visibles que las quebradas.

Se recomienda utilizar suturas no absorbibles que producen menos reaccion de
los tejidos y retirarlas precozmente (5 dias en la cara, y entre 7-10 dias en tronco
y extremidades).

. Edad:

Se han observado diferencias en la formacion de matriz celular, en el depdésito
de tejido conectivo y en la actividad celular, de forma que en sujetos jovenes la
tasa de cicatrizacion es mas rapida.

+ Temperatura local:

Un ligero aumento de la temperatura local (30 grados C) favorece la cicatrizacion
ya que aumenta la irrigacion sanguinea.

« Infeccion de la herida:

La infeccion bacteriana de una herida, especialmente por ciertos organismos
como el estreptococo beta-hemolitico y pseudomona, retrasan la cicatrizacion. El
crecimiento bacteriano, la actividad enzimatica bacteriana y la prolongacion de la
fase inflamatoria provocan destruccion local de los tejidos. Cierta contaminacion
de las heridas suele ser normal, incluso un controlado crecimiento bacteriano
puede acelerar la cicatrizacion.

La inmunosupresion, los corticoides y la malnutricion son factores
predisponentes a la infeccion de las heridas.

- Malnutricién:

En pacientes con malnutricion se han observado dificultades de cicatrizacion
debido a diversos factores. La malnutricibn proteica afecta al metabolismo
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proteico del organismo y altera la sintesis de colageno y la formacion de tejido
conectivo.

La falta de vitamina C, un cofactor necesario para la hidroxilacion del
procolageno, conlleva una alteracion en la reparacion tisular y la dehiscencia de
heridas.

La vitamina A es importante para la epitelizacion, la sintesis de glucoproteinas y
proteoglucanos; es un cofactor para la sintesis de colageno y revierte alguno de
los efectos indeseables de los corticoides.

Muchas otras vitaminas incluyendo la riboflavina, piridoxina y tiamina actian
como cofactores para la formacién de colageno.

La deficiencia de Cinc, requerido por la DNA y RNA polimerasa, retrasa la
epitelizacion y la proliferacion fibroblastica. El hierro es un cofactor de la
hidroxilacion del colageno y su déficit altera la capacidad bactericida de los
fagocitos. El cobre es necesario para el funcionamiento de la lisil-oxidasa que
actua en la formacion de colageno. El magnesio activa enzimas indispensables
para la produccion energética y sintesis de proteinas. El déficit de alguno de
estos elementos perjudica la respuesta inflamatoria.

La malnutricibn severa produce inmunosupresion que conlleva un riesgo
aumentado de infecciones y también altera la cicatrizacion mediante el anormal
funcionamiento de citoquinas y factores de crecimiento.

Farmacos:

Los corticoides provocan una disminucion de la vascularizacion, inhiben la
proliferacion fibroblastica, disminuyen la produccidén de proteinas, y disminuyen
la epitelizacion y formacion de colageno. La vitamina A parece contrarrestar
estos efectos, pero el uso clinico de esta sustancia no ha demostrado beneficios
concluyentes en humanos. Dado que el efecto de los corticoides sobre la
cicatrizacion es debido a una deficiencia de la respuesta inflamatoria, se
recomienda la administracion de los mismos cuando éste proceso ya esté
establecido (aproximadamente el tercer dia postoperatorio), asi sélo se veran
afectadas la epitelizacion y la contraccion.

Si se inyectan corticoides intralesionales tras la exéresis de un queloide, las
suturas se han dejar mas tiempo del que seria necesario en situaciones
normales.

Los quimioterapicos actuan interfiriendo la sintesis de DNA y RNA, la division
celular y la sintesis de proteinas. Por lo tanto el efecto negativo sobre la
cicatrizacion ocurre principalmente en la fase proliferativa. Muchos pacientes que
reciben este tratamiento padecen también neutropenia y predisposicion a la
infeccion, factores que afectan por si mismos a la cicatrizacion.

Los farmacos inmunosupresores como la prednisona, azatioprina y ciclosporina
alteran la normal respuesta de las células responsables de la fase inflamatoria
de la cicatrizacion, causando una deficiencia en la reparacion tisular.

Los vasoconstrictores locales, como la adrenalina, alteran las defensas locales y
potencian la infeccion. Por lo que deben evitarse en tejidos contaminados.

21



Introduccién

La hormona somatotropa y hormonas androgénicas son indispensables para la
cicatrizacion ya que favorecen la proliferacion de tejido conectivo. Niveles altos
de estas hormonas haran que una segunda herida hecha a los poco dias de la
primera cicatrice mas rapido.

Radioterapia:

La radioterapia tiene efectos agudos y cronicos sobre los tejidos que perjudican
la cicatrizacion o incluso provocan dehiscencia de tejidos ya cicatrizados. Los
efectos agudos son eritema, inflamacion, edema y ulceracion. Los efectos
cronicos son mas dificiles de tratar y consisten en cambios de pigmentacion,
atrofia de epidermis y dermis, telangiectasias, disminucién de la vascularizacion,
necrosis, y neoplasias.

La contractura sobre las articulaciones se ha de prevenir mediante fisioterapia y
se ha de examinar el tejido irradiado para detectar la formacion de neoplasias
secundarias.

Enfermedades sistémicas:

Los efectos adversos sobre la cicatrizacion en pacientes con diabetes mellitus
son multiples. Presenta predisposicion a la infeccion de las heridas, alteracion de
la microcirculacion, neuropatia periférica que facilita los microtraumatismos de
repeticion, alteracion de la funcién de los leucocitos y efectos perjudiciales
directos sobre el proceso de cicatrizacion como disminucién de la formacion de
tejido conectivo.

La vasculopatia periférica provoca un insuficiente aporte arterial y la
consecuente deficiencia de la liberacion de oxigeno y de metabolitos necesarios
para la actividad celular. Algunas heridas de la isquemia arterial surgen
espontaneamente, pero la mayoria obedecen a micro o macrotraumatismos.

La nicotina interfiere en la fase inflamatoria, disminuye el aporte sanguineo por
vasoconstriccion y retrasa la epitelizacion.

El alcoholismo crénico retrasa la cicatrizacion no solo por la malnutricion
asociada, sino por producir un retraso de la migracion celular y alteracion de la
sintesis proteica.

La pérdida aguda de sangre produce hipoxia de los tejidos y altera la formacién
de colageno (Saulis y Mustoe, 2001).

Cicatrizacién patoldgica

Cicatrizacion defectuosa:

Entre las cicatrices defectuosas tenemos las hundidas, separadas, irregulares,
montadas y las adheridas a planos profundos. El tratamiento es la extirpacion y
sutura por planos (Berman y cols., 2008).

Cicatrizacion patologica:

Incluyen las calcificadas; las que tras continuos intentos de cicatrizacién con solo
epitelio degeneran en carcinoma epidermoide (Glcera de Marjolin); las
hipertréficas y las queloideas (Butler y cols., 2008; Robles y cols., 2007).
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Cicatrices hipertréficas y queloides: Las cicatrices hipertréficas son elevadas,
eritematosas y pueden originar prurito o dolor. Pero a diferencia de los queloides
estan limitadas a la zona original del trauma. El queloide es también elevado,
eritematoso y pruriginoso pero se extiende a la piel sana mas alla de la zona del
trauma.

Las cicatrices hipertroficas aparecen rapidamente después de la herida,
aumentan su tamafio en los 3-6 primeros meses y luego comienzan su
regresion. Los queloides suelen aparecer mas tarde, meses o afios tras la
agresion. A pesar de una posible atrofia en la parte central, contindan su
crecimiento, exceden el tamafio de la lesion inicial y nunca regresan.

Las cicatrices hipertroficas aparecen mas frecuentemente en zonas en contra de
las lineas de Langer y en superficies flexoras. La cicatrizacién hipertrofica es
mas frecuente en nifos y personas jovenes y en raza negra O asiatica.
Histoldgicamente tanto las cicatrices hipertroficas como los queloides presentan
una importante vascularizacion, adelgazamiento de la epidermis y gran densidad
de fibroblastos. La sintesis y la degradacién de colageno estan aumentadas
(Clark, 1996).

Tratamiento:

= Cirugia: La cirugia es la unica manera de extirpar el volumen del queloide,
aunque la exéresis debe ir seguida de otro tratamiento para evitar la recidiva.
La escision simple provocaria un rapido crecimiento del queloide y en mayor
superficie que el anterior. Se puede realizar también a extirpacion
intralesional sin un mayor riesgo de recidiva. En la exéresis se ha de utilizar
una técnica atraumatica, siguiendo las lineas de Langer, realizando una
buena hemostasia y con minima cantidad de suturas. Se han de evitar las
suturas subcutaneas y realizar una sutura intradérmica continua que se retira
a las tres semanas. La extirpacion mas autoinjerto cutaneo delgado de grosor
parcial se recomienda en lesiones muy voluminosas (Butler y cols., 2008;
Robles y cols., 2007).

= Laser: Los resultados obtenidos con diferentes tipos de laser: de argon,
dioxido de carbono o YAG han sido inconstantes. Se cree que la mayor
ventaja de la escisidbn con laser es que traumatiza menos los tejidos y
disminuye asi la reaccion inflamatoria y la consecuente fibrosis. Actualmente
muchos cirujanos utilizan la inyeccion intralesional de triamcinolona tras la
reseccion con laser de dioxido de carbono. Se deja que la herida cierre por
segunda intencion repitiendo mensualmente las inyecciones durante 6 meses
(Bouzari y cols., 2007).

= Esteroides: Los esteroides pueden utilizarse solos o tras la escision del
gueloide o cicatriz hipertréfica. El corticoide de eleccion para el tratamiento
de queloides es la triamcinolona acetonide 40mg/ml que potencia la actividad
de la colagenasa, reduciendo asi el tamafio de la lesion, aplanandola y
ablandandola. La inyeccion se realiza en la dermis superficial hasta que la
lesion palidezca. Se ha de procurar no inyectar en la piel sana. La dosis
maxima es de 120 mg en el adulto y 80 mg en el nifio. Después se aplica un
vendaje compresivo. Los sintomas de dolor y prurito desaparecen pronto.
Para la disminucién de la masa cicatricial se repiten las inyecciones entre
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seis y ocho semanas. Las complicaciones son: atrofia del tejido circundante,
aparicion de telangiectasias y despigmentacion de la piel.

= Presion: Se cree que la presion de la cicatriz produce hipoxia, reduce el
flujo capilar, estabiliza los mastocitos y aumenta la actividad de la
colagenasa. La presion minima requerida es de 15-22 mmHg y ha de ser
aplicada continuamente durante mas de un afio.

= Radioterapia: La radioterapia se ha usado sola o en combinacion con
otras técnicas. Por si sola disminuye los sintomas locales, pero en
combinacion con la exéresis, controla el crecimiento del queloide. La
radioterapia inhibe el desarrollo y regeneracion vascular. Se ha recomendado
para el control de la fibroplasia en las primeras fases activas y en conjuncion
con la cirugia para lesiones mas antiguas.

Se deben aplicar dosis pequefias. Para muchos autores el riesgo de
malignizacién es mayor que el porcentaje de curacion.

= Gel de silicona: Los beneficios del gel de silicona se creen debidos a las
propiedades quimicas del gel, el cual es relativamente impermeable. Asi
aumenta la hidratacion y reduce la hiperemia capilar y la consecuente
fibrosis. Hay varios estudios que atribuyen al gel de silicona una mejoria en la
textura, el color y en la elevacion de la cicatriz (Clark, 1996).
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1.2.2 ULCERAS POR PRESION

INTRODUCCION

En la época actual, caracterizada por una rapida sucesion de los progresos médicos y
por el empleo de cada vez mas sofisticados medios técnicos, contindan presente en los
hospitales las Ulceras por presion.

Podemos definir las Ulceras por presién (UPP) como toda pérdida tisular, producida por
isquemia, y derivada de una presion ejercida y mantenida sobre una prominencia 0sea.

Aunque se utilizan, de forma intercambiable, diversos términos para describir esta
pérdida tisular, como Uulcera por el lecho o Ulcera por decubito, el término mas
adecuado es el de Ulcera por presion, ya que refleja el concepto actual sobre su
etiologia: una presion excesiva y mantenida sobre la piel por encima del limite tolerable
de la misma.

La patologia ulcerosa puede presentarse tanto como principal causa nosolégica o como
una complicacion dentro del contexto de otra patologia de base (Morris y cols., 1989).
Asi podemos decir que puede aparecer en:

« Enfermos geriatricos, con grave deterioro de su estado general y con escasa
movilidad que les condena a permanecer durante mucho tiempo en la misma
posicion.

« Pacientes con trastornos del aparato locomotor, con enfermedades invalidantes
cronicas o con trastornos agudos que precisan extensas férulas o tracciones.

+ Enfermos comatosos ingresados en unidades de cuidados intensivos.
« Pacientes neurologicos con afectacion motora, sensitiva 0 psiquica.

« Lesionados medulares, los cuales tienen unas caracteristicas especiales que les
diferencian de los enfermos neuroldgicos por su importancia y frecuencia de
aparicion de esta patologia (Kim y cols., 2006).

Estos grupos de pacientes de riesgos tienen en comun que carecen de los mecanismos
fisiologicos de defensa, ya que presentan una hipoestesia-anestesia, acompafiada o no
de trastornos troficos en la piel, como piel delgada y una pérdida de grasa subcutanea;
ademas puede existir una falta de tono muscular o espasticidad, o presentar un éstasis
venoso-linfatico. Todas estas alteraciones contribuirdan en mayor o menor medida a
incrementar el efecto nocivo de la presion.

Cuando aparece una UPP en estos enfermos puede ser indice de que existe un
agravamiento de su enfermedad primitiva y sobre todo se acompafara de una mala
evolucion y una curacion mas dificil, de ahi la importancia extrema que representa la
prevencion de la formacién de las ulceras por presién en todos estos grupos de riesgos.

ETIOLOGIA-PATOGENIA

Para llegar a comprender el problema de la patogenia de una UPP hay que considerar
que en su produccion intervienen dos factores relacionados. Por una parte, existe un
factor extrinseco, que Uunicamente es la presién que se realiza sobre un tejido concreto
y que representa el motivo primordial y sine qua non para desarrollar la patologia
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ulcerosa. Por otra parte, podemos distinguir un factor intrinseco, individual, que es la
respuesta biolégica de cada organismo a la presion.

Factor extrinseco

Una presion ejercida y mantenida sobre una prominencia 0sea es la causa principal
para la aparicion de una UPP. Esta presion sobre los tejidos actia como un hecho
fisico puro en la interrupcion de la circulacion tisular, ocasionando una isquemia
localizada que sera el origen de la aparicién de una necrosis tisular.

Aunque se han descrito en la literatura diferentes estudios valorando la presion
sanguinea en los capilares y en distintos puntos del cuerpo (Landis, 1930; Greenway y
Piazza, 1965; Groth, 1942; Kosiak,1959), podemos decir que la aplicacion sobre
cualquier zona del cuerpo de una presion de 50-60 mm Hg/cm2 produce una isquemia
localizada. Dicha presién es dificil superar en el desarrollo de una actividad normal, sin
embargo, si en los tegumentos blandos subyace un plano éseo, con suma facilidad se
rebasara esta presion critica ya que la presion se transmite desde la superficie hasta el
hueso subyacente, con la compresion de todos los tejidos interpuestos, sufriendo en
primer lugar las consecuencias de la presién aquellos tejidos situados proximos al
hueso (Jones y cols., 2007). Esta presion mayor en las zonas proximas al hueso
disminuye gradualmente hacia la periferia, por lo que la mayor necrosis de los tejidos
se produce en las zonas mas profundas, proximas al hueso y no en la superficie
cutdnea. Este hecho es importante tenerlo en cuenta ya que cuando se presentan
alteraciones en la superficie cutanea es indicativo de la existencia de una mayor
necrosis en profundidad.

Factor intrinseco

Son las respuestas biologicas en las diferentes patologias las que reducen el gradiente
de presion necesario para interrumpir la vitalidad de los tejidos.

En los estados de shock se produce un estasis sanguineo en las areas esplacnicas y
una isquemia en la piel y en los musculos. La circulacion histica superficial se ve muy
reducida por la disminucién del gasto cardiaco, por la reduccién de la presion venosa
periférica y por el descenso de la presion arterial.

En la arterioesclerosis, los cambios que se producen en la pared vascular tienen
consecuencias también en la nutricion de los tejidos superficiales, ocasionando
deficiencias en la irrigacién de muchas zonas corporales (Jones y cols., 2007).

Determinadas situaciones como por ejemplo la fiebre, ocasionan una serie de
alteraciones metabdlicas, incrementando hasta el 50% el metabolismo normal de los
tejidos y elevando asi el requerimiento de nutrientes y oxigeno, por lo que los tejidos se
hacen mas vulnerables a la presion (Morris y cols., 1989) .

Situaciones de déficits nutricionales como la hipoproteinemia o la anemia, colocan al
enfermo en una situacion de indefension frente al factor extrinseco principal que es la
presién. En todas las situaciones en que se establecen pérdidas importantes en el
medio interno, se produce un desbalance nitrogenado, con una disminucion de las
proteinas séricas, anemia y déficits vitaminicos, que conducen a una reduccion de la
masa corporal total, estimulandose el proceso destructivo que puede llevar a la
instauracion de un circulo vicioso.

La lesién de la médula espinal merece una especial atencion dentro del capitulo de las
UPP, ya que las alteraciones secundarias a la lesibn medular que van a predisponer a

26



Introduccién

la aparicion de ulceraciones, se mantienen a lo largo del tiempo, de ahi que la mayoria
de estos pacientes presenten a lo largo de su vida alguna UPP, asi como un alto riesgo
de recidivas (Jones y cols., 2007). En esto se diferencian de los pacientes encamados
por procesos agudos como por ejemplo los incluidos en las unidades de cuidados
intensivos, en los cuales las causas coadyuvantes para la aparicion de ulceraciones
desapareceran cuando finalice el encajamiento (Morris y cols., 1989).

Durante la fase de shock medular se produce una desaparicion de los reflejos
vasomotores, acompafiandose de una reduccién de la respuesta a los efectos
isquemizantes de la presién, favoreciendo asi la aparicion de ulceraciones. A este
factor se suma el estasis venoso ocasionado por la paralisis, que acentla el efecto de
la presion al aumentar su tiempo de actuacion sobre una zona concreta.

La anestesia de una zona corporal hace que el individuo no tenga la posibilidad de
conocer la progresiva actuacion de la presion con la correspondiente alarma sensitiva,
haciéndolo mas vulnerable a la aparicion de lesiones. En los individuos sanos la
presion recibida en una determinada zona ocasiona una alarma sensitiva, recibida
inconscientemente y que provoca, también de forma inconsciente, una serie de
cambios continuos de postura y actitud.

A todos estos factores se suma un conjunto de alteraciones tréficas que incrementan la
vulnerabilidad de los tejidos a la presion, que si se acompafan de fuerzas de
cizallamiento o deslizamiento, contribuiran a la ulceracion de la piel por aplicacion
directa de fuerzas mecanicas a la epidermis.

La espasticidad con la que cursan algunas de las enfermedades neuroldgicas puede
determinar una situacion postural que permita que la presion actie con especial
intensidad sobre las articulaciones deformadas (Jones y cols., 2007).

EVOLUCION CLINICA

El aspecto clinico que presentan las Ulceras por presion va variando a lo largo de su
evolucion. Asi pues podemos diferenciar una fase aguda, al comienzo de su formacion,
en la que la UPP se presenta como una mancha parda o violacea, persistente, sobre
una prominencia 0sea. Este enrojecimiento persistente puede pasar por estadios de
inflamacion y comenzar a presentar el inicio de una necrosis tisular, que habitualmente
es interpretada, de forma equivocada, como un absceso agudo, que en general suele
ser incidido para drenar un pus inexistente, dejando expuesto una grasa necrética de
color amarillo-grisaceo, susceptible de una infeccién posterior. Cuando se presenta
este “pseudoabsceso” debe ser interpretado como la fase inicial de una UPP vy, por lo
tanto, es importante adoptar una actitud conservadora, eliminando la presién y evitando
el drenaje del mismo.

Si la presidon no se alivia, la mancha violacea comenzara a oscurecerse hasta llegar a
formar una placa negra, dura y adherida, que, a medida que vaya evolucionando,
comenzara a presentar un halo de enrojecimiento periférico que indica el inicio de un
proceso inflamatorio que permitira eliminar este tejido necrético, hasta conseguir que
esta placa negra quede suelta y, por ultimo, se desprenda.

La pérdida de sustancia resultante suele tener en su fondo una prominencia 6sea o0 un
tejido fascial visible. En los limites de la oquedad existen zonas desvitalizadas que son
eliminadas progresivamente de forma espontanea y que dejan como resultante una
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prolongacion lateral de la pérdida de sustancia, que en la Ulcera evolucionada se
denomina saco ulceroso .

Cuando los procesos reparadores espontaneos llegan a su maxima expresion, aparece
una zona granulada algo mas pequefia que la primitiva placa de necrosis, una zona
cicatricial que la rodea (determinada por el crecimiento del epitelio en los margenes de
piel no afectada), y en una zona de la ulceracidén, una entrada al saco ulceroso que
igualmente estara cubierto por tejido de granulacion (Morris y cols., 1989).

Los productos de la invasion bacteriana y de la destruccién de tejidos conforman una
descarga purulenta y maloliente, destructiva para el nuevo epitelio. Esta descarga
continua de material proteolizado se traduce clinicamente en un déficit de proteinas,
anemia, fluctuacion de la temperatura y malestar general.

En algunas ocasiones, el proceso supurativo puede recorrer gran distancia entre planos
fasciales y establecer trayectos fistulosos, con la penetracion en determinadas
cavidades articulares por destruccion de la capsula articular, dando origen a una artritis
séptica, con destruccion de la articulacion, que se traducira clinicamente en fiebre alta
acompafiada de un cuadro clinico de sepsis.

CLASIFICACION

Aungue se han descrito diferentes clasificaciones de las Ulceras por presion, basadas
fundamentalmente en la profundidad y el grado de destruccion de las estructuras
profundas, en el Hospital Nacional de Parapléjicos se emplea una clasificacion basada
en la evolucion clinica de la dlcera, que permite, por un lado, establecer una serie de
criterios basicos del tipo de tratamiento a realizar en cada una de las fases (profilaxis,
tratamiento conservador y tratamiento quirdrgico), y, por otro lado, desterrar la
tendencia a considerar las Ulceras por presién soélo en términos de su cronicidad,
siendo sin embargo, un proceso evolutivo.

Podemos diferenciar 4 fases clinicas de las UPP, la fase de eritema, de escara, de
detersion y de contraccion, las cuales se describen a continuacion.

12 Fase de Eritema

Caracterizada por un enrojecimiento persistente sobre una prominencia 0sea (figura
11). Este eritema indica que se ha llegado al limite de tolerancia de la piel a la presién,
por eso, esta fase constituye el punto de alarma inicial para la formacién de una
ulceracién, y representa la Unica fase reversible de la misma.

Durante esta fase, si se elimina la presion persistente, conseguiremos evitar la
aparicion de una necrosis tisular profunda que constituiria el punto de partida de una
UPP. Por eso, durante esta fase, los esfuerzos terapéuticos deben ir encaminados a la
prevencion (Eldar, 2002).
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Figura 11. Ulcera en fase de eritema

22 Fase de Escara

Si continda la presion, se producird una necrosis tisular de la parte de tejido
comprendida entre la piel y el hueso subyacente, que se traducird en la aparicion de
una placa oscura, de aspecto seco, que se mantiene asi durante varios dias y que,
progresivamente, va experimentando un reblandecimiento progresivo por los bordes,
comenzando a macerarse para finalizar formando gruesos esfacelos hiumedos que
progresivamente se eliminan, ya sea de forma espontanea 0 por sucesivas
escarectomias quirargicas.

Durante esta fase los exudados de superficie pueden ser negativos (16%), no
demostrando contaminacion o pueden aparecer gérmenes grampositivos.

En esta fase, el tratamiento a realizar sera conservador, encaminado a la eliminacién
de la escara.

32 Fase de Detersion

Durante la fase de detersién o de limpieza, la Ulcera se presenta como una oquedad
profunda, con la aparicién de esfacelos necroticos y restos de fibrina en el fondo y con
un tejido recubierto de un exudado purulento y maloliente como consecuencia de los
productos de invasion bacteriana y la destruccion de tejidos desvitalizados (figura 12).
En muchas ocasiones, el aspecto externo de la Ulcera puede llevar a engafios, ya que
se presenta con un orificio externo pequefio que deja en el interior una importante
cavidad o saco ulceroso.

Microscopicamente se presenta un infiltrado celular de neutrofilos y linfocitos en los
tejidos afectados con un incremento de la fagocitosis, que permitiran la limpieza
microscoépica de todos los tejidos desvitalizados.

En los exudados de superficie podemos apreciar la existencia de gérmenes
gramnegativos, cuyo numero de colonias aumentan durante toda la fase de detersion.
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A partir de las células epiteliales vasculares de la zona, comenzara a producirse el
crecimiento de un tejido de granulacién que se presenta como una serie de mamelones
rojos que tapizan toda la zona superficial de la ulceracion.

En esta fase el tratamiento conservador ira encaminado a favorecer la limpieza local de
la Glcera y la eliminacién del tejido necrotico formado.

Figura 12. Fase de detersion

42 Fase de Contraccion

Una vez formado el tejido de granulacion, comienza la reparacién espontanea con la
proliferacion del epitelio marginal de la Ulcera. Los bordes de la UPP presentan una
progresiva contraccion, reduciendo paulatinamente el tamafio de la lesion (figura 13).

Esta fase se caracteriza por la reaparicion de gérmenes grampositivos y la reduccion
significativa del exudado purulento, que representan un signo del inicio de los
fenomenos de reparacion espontanea, condicion necesaria para poder emprender los
procedimientos quirdrgicos necesarios para el cierre de la Ulcera, con las maximas
garantias de éxito.

Figura 13. Fase de contraccion.
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PROFILAXIS
Educacion sanitaria

Una correcta explicaciéon a los pacientes y familiares sobre cdmo se forman las UPP y
la importancia extrema de evitar la presion sobre las zonas de riesgo constituye el pilar
bésico para la prevencion y el tratamiento de las Ulceras por presion (Calianno, 2007).

La elaboracién de una serie de protocolos de profilaxis de las UPP dirigidos tanto al
personal sanitario como a aquellas personas que, por diversos motivos se ven
obligadas a permanecer acostadas o en una silla de ruedas durante un tiempo
prolongado, ha reducido de forma significativa la incidencia de aparicion de las UPP
tanto en nuestro medio hospitalario como en nuestra area sanitaria.

Otro de los motivos claves para hacer hincapié en la prevencion es la elevada
incidencia de complicaciones de infeccién y sepsis secundarias a la falta de cuidados o
al mal tratamiento de las UPP, necesitando ingresos hospitalarios prolongados y
tratamientos quirdrgicos, que incrementaran de forma significativa el gasto sanitario
(Morris y cols., 1989).

Medidas preventivas

Las UPP se producen en las zonas en las que una persona acostada o sentada apoya
su piel sobre el colchon o asiento, sobre todo en aquellas zonas en las que existe un
saliente 6seo que incrementa mas la presién al quedar comprimida la piel entre dos
superficies duras (Grey y cols., 2006). Por lo tanto, podemos afirmar que la causa
directa de la aparicibn de una ulceracion es exclusivamente la presion mantenida
durante un determinado periodo de tiempo, diferente segun la tolerancia a la presion de
cada individuo

Si la causa directa es la presion, la forma de evitar la aparicion de las UPP se debe
basar en no mantener apoyo continuo sobre la piel (Hagisawa y cols., 1999).

Las medidas a tomar para prevenir la aparicién de las UPP seran las siguientes:

+ Limpieza de la piel y aseo diario con jabones neutros, y aplicar cremas
hidratantes en aquellas zonas de mayor sequedad cutanea

+ El colchon debe ser comodo y las sabanas limpias, con el fin de que la piel no
esté en contacto con secreciones como sudor, orina, etc.

« Utilizar cojines especiales que repartan homogéneamente las presiones y que no
sean demasiado duros. Existen en el mercado varios modelos de cojines
“antiescaras”, que reparten uniformemente las presiones a condicion de que se
lleven relativamente desinflados. Un cojin duro incrementara la presion en la zona
de apoyo pudiendo ser el origen de la aparicion de enrojecimientos y ulceraciones.
Todos los artefactos industriales existentes hasta la actualidad, ya sean cojines o
camas, pueden resultar mas o menos eficaces, pero, por si solos, no llegan a
eliminar la condicidon principal en la profilaxis, que es el cuidado constante y
esmerado del enfermo para evitar su apoyo continuado (Hulsenboom, 2007).

« Cuando sea posible, se adoptara la posicion de decubito prono mientras
permanezca en la cama, protegiendo las rodillas y el dedo gordo del pie. Esta
posicion es la que permite liberar de presiones la cintura pélvica, area anatomica
con mayor incidencia de ulceraciones.
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+ En las personas que deban permanecer en silla de ruedas, es importante
ensefarles a “sentarse bien”, con una posicién correcta que evite el apoyo de la
region sacrococcigea y evitar arrastrarse hasta el asiento.

+ La realizacion de cambios posturales cada 2-3 horas debe ser estricta. Si
coexiste alguna causa que favorezca la ulceracién, como por ejemplo fiebre, se
vigilara continuamente al enfermo hasta que quede establecido el tiempo minimo
preciso para que no aparezca sufrimiento tegumentario, ya que este tiempo limite es
individual para cada enfermo.

« Proteccion con almohadas de las zonas peligrosas: talones y sacro en posicion
decubito supino; caderas cuando estén acostados de lado; e isquion cuando estén
sentados.

+ Realizar pulsiones periédicas, elevandose con ayuda de los brazos, o cuando los
brazos no estén utiles, tendran que separar el cuerpo del cojin inclinandolo hacia un
lado y otro (Calianno, 2007).

« Vigilar el estado de la piel después de estar un tiempo en la misma posicion,
constituye una de las medidas mas importantes dentro de la profilaxis. Para ello se
realizara una inspeccion regular de las zonas de apoyo con un espejo, vigilando que
no aparezca un enrojecimiento persistente que nos indicaria que hemos llegado al
limite de tolerancia de la piel a la presion (Grey y cols., 2006).

« Una dieta correcta incluyendo un buen aporte proteico, asi como de vitaminas y
minerales serd un apoyo importante para favorecer la cicatrizacion de los tejidos
dafados.

TRATAMIENTO CONSERVADOR

Cuando en la superficie cutanea comienza a formarse una escara seca y negra, la
destruccion tisular en las areas proximas al hueso se ha instaurado. A partir de este
momento, la ulceracién seguird evolucionando y pasara por las diferentes fases clinicas
evolutivas, precisando el inicio de un tratamiento conservador lo mas precoz posible.

Dentro del tratamiento conservador podemos distinguir diferentes aspectos tanto
locales como generales, encaminados a asegurar una herida quirdrgicamente limpia o,
en ulceras de pequefio tamafio, a conseguir el cierre espontaneo de las mismas
(Hagisawa y cols., 1999).

Cuando la tlcera no es demasiado grande, el tejido de granulacion formado comienza a
rellenar el fondo del defecto, acompafiado de un crecimiento epidérmico desde los
bordes de la herida hasta conseguir el cierre por segunda intencion. Sin embargo,
cuando la ulcera es de gran tamafio, o estd localizada en una zona sometida a
importantes presiones o traumas minimos, este recubrimiento cicatricial que se forma
no proporciona una cubierta epitelial de calidad suficiente, por lo que en estos casos la
indicacion de tratamiento quirdrgico constituye la primera eleccion.

Medidas locales

Van encaminadas a conseguir una escrupulosa higiene diaria manteniendo limpia y
seca la herida. Durante la fase de escara y de detersion se deben ir eliminando todos
los esfacelos necréticos que se van formando, ya sean piel, grasa, musculo o aquellos
fragmentos libres de hueso necrotico que se acumulan en el fondo de la herida (Kim y
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cols., 2006). Este desbridamiento quirargico debe realizarse diariamente mediante
pinzas y bisturi estériles, cumpliendo todas las medidas de asepsia necesarias, y salvo
desbridamientos muy amplios, puede realizarse en la propia cama del paciente.
Aungue existen en el mercado diferentes agentes desbridantes enzimaticos, ninguno
de ellos se ha mostrado mas efectivo que el desbridamiento quirdrgico, pudiendo
ademas causar complicaciones infecciosas afiadidas si no se retira completamente la
crema con cada cura (Rocha, 2006).

Acompafando a este desbridamiento de esfacelos necroéticos, se realizara un lavado de
la herida a presién, por arrastre, y cumpliendo todas las medidas de asepsia necesarias
(Thomas y cols., 2007).

Medidas generales

Junto a todas estas medidas locales, el tratamiento conservador incluye una serie de
medidas generales que van a favorecer la cicatrizacion de la herida y la preparacion del
paciente para un posterior tratamiento quirdrgico, en los casos en los que sea
necesario.

Como primera medida basica cabe destacar la necesidad de evitar la presion,
manteniendo reposo Yy realizando cambios posturales periddicos, con el fin de evitar
gue se amplien las areas de isquemia tisular, y por tanto de necrosis. Por mucha cura
local o tratamiento quirdrgico que se realice, si no eliminamos la presion, nunca se
conseguira el cierre satisfactorio de una UPP (Hagisawa y cols., 1999).

Se deben realizar cultivos seriados del material drenado por la Ulcera, con la
identificacion de los microorganismos y su sensibilidad a diferentes antibioticos. Estos
cultivos permitiran conocer como va cambiando la flora contaminante de la herida,
valorando asi el momento mas propicio para realizar el tratamiento quirdrgico cuando
sea necesario. La administracion local de pomadas o cremas antibiGticas se ha
mostrado ineficaz en la mayoria de los estudios, sobre todo en las Ulceras cronicas, ya
gue el importante tejido cicatricial formado acompafnado de vasos trombosados, impide
el acceso del agente terapedutico a la herida.

Como medidas coadyuvantes cabe destacar el asegurar un correcto aporte proteico y
corregir la anemia cuando sea necesario, con el fin de favorecer el proceso de
cicatrizacion.
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TRATAMIENTO QUIRURGICO DE LAS ULCERAS POR PRESION
Cuidados preoperatorios

La intervencion quirargica debe ir precedida de una serie de actuaciones, tanto
generales como locales, destinadas a eliminar las causas que provocaron la Ulcera por
presion (UPP) y acudir a quiréfano en las mejores condiciones posibles. Estas medidas
implican una actuacion multidisciplinaria en la que estaran implicados distintas
especialidades médicas, asi como, el personal de enfermeria y quién se ocupe del
cuidado domiciliario del paciente (Rocha, 2006). Es importante optimizar todo este
entramado previamente a la cirugia.

« Optimizacién nutricional:  La malnutricion es un factor asociado en muchas
ocasiones a UPP (Calianno, 2007). Se ha demostrado que para mantener un
potencial normal de curacién los niveles de albumina en suero deben mantenerse
por encima de 2gr/dl. Se deben corregir los déficit nutricionales mediante una
alimentacion hipercaldrica e hiperproteica, en ausencia de otros factores de estrés,
se administraran de 25 a 35 cal/kg de colorias no proteicas, y de 1.5 a 3 gr/kg de
proteinas. También es importante la aportacion de determinadas vitaminas (A, C)y
oligoelementos ( zinc, hierro y calcio ) que intervienen en el proceso de la curacion.
Si el paciente es incapaz de mantener, por si solo, una ingesta adecuada se deben
tomar medidas suplementarias como la alimentacion por sonda gastrica, ya sea
continua o solo por la noche (Rocha, 2006).

En otras ocasiones nos encontramos con pacientes obesos que dificultan la
curacién por una mayor presion y mayor fragilidad vascular, en estos casos se debe
perseguir una disminucion de peso.

« Antibitticoterapia y profilaxis infecciosa . La presencia de procesos
infecciosos concomitantes a la UPP es frecuente (Thomas y cols., 2007). Las
fuentes mas frecuentes son la urinaria, suelen ser paciente con sondas vesicales lo
gue favorece esta infeccion, y la pulmonar, en las pacientes con lesibn medular son
frecuentes las neumonias que se asocian a una disminucion de la funcion
diafragmética y el cimulo de secreciones, estaria indicado instaurar programas de
fisioterapia respiratoria y tratamiento con broncodilatadores. A partir de estas
fuentes sépticas son frecuentes los episodios de bacteriemia y la sobreinfeccion de
los tejidos isquémicos que rodean la UPP, con lo que se amplia la lesion. Antes de
la cirugia debemos buscar y, en caso necesario, tratar estos procesos.
Todas las UPP estan, sistematicamente, contaminadas por bacterias. La flora
hallada es mixta encontrandonos gérmenes aerobios, sobre todo procedentes de la
piel, hallamos estafilococos en el 71% de los cultivos positivos, pero también del
tracto digestivo y urinario, Enterococos 60%, E. coli 29%, Pseudomonas 20%. La
presencia de estafilococos es significativamente mayor en ulceras que evolucionan
a la curacion, mientras que las pseudomonas o enterococos abundan en las Ulceras
perniciosas. También se hallan gérmenes anaerobios en la mitad de las UPP
cuando la muestra se toma para gérmenes anaerobios y del fondo de la Ulcera.

« Profilaxis antitrombdtica: Los pacientes con lesion medular tienen un alto
riesgo de trombosis venosa profunda y tromboembolismo pulmonar, este riesgo se
eleva cuando son sometidos a una intervencion quirargica. Debemos asegurarnos
de tomar las medidas necesarias para disminuir ese riesgo, como pueden ser el
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vendaje compresivo de las extremidades inferiores, el uso de heparina de bajo peso
molecular, etc.

« Descarga de la presion: Evitar las fuerzas de rozamiento y la presion sobre la
UPP es fundamental para la curacion y también para el optimo resultado
postquirdrgico. Se ha demostrado que el alivio de la presiéon durante 5 minutos cada
2 horas elimina los efectos negativos de la presion. En la actualidad existen ademas
una serie de dispositivos de almohadillado, camas de agua o de aire etc. que
disminuyen la presion que debe soportar un punto concreto aumentando la
superficie de contacto. Es fundamental prever preoperatoriamente las posiciones de
descompresion disponibles y los cambios posturales a efectuar, el paciente debera
acostumbrarse, preoperatoriamente, a estas posiciones, aumentando
progresivamente el tiempo de permanencia en las mismas.

« Tratamiento de la espasticidad: La espasticidad se debe a la pérdida de las
vias de inhibicion supraespinal sobre el arco reflejo miotatico, cuanto mas alto sea el
nivel de la lesibn mayor frecuencia tendrd la espasticidad. Si no se trata la
espasticidad antes de la correccidén quirdrgica de la UPP, la recurrencia es segura.
El tratamiento de eleccion es médico, se suele usar la asociacion de diazepam (10
mg/8 horas) con baclofeno, que comenzard con 10 mg/6 horas e iremos
incrementandolo hasta los 25 mg/ 6 horas. También es posible el manejo quirdrgico
mediante bloqueos nerviosos periféricos, estimuladores epidurales y rizotomias, que
nunca se realizara en los primeros 18 meses después de la lesiébn medular, por la
posibilidad de mejoria clinica.

+ Busqueda de otros factores de riesgo:  Se deben investigar otros factores de
riesgo que hayan podido favorecer la aparicion de la UPP o bien limitar el resultado
de la cirugia. La diabetes se relaciona frecuentemente con la UPP, se debe mejorar
el control de las glucemias previo a la intervencion (Kim y cols., 2006). Se buscara
la presencia de anemia, debe mantenerse la hemoglobina por encima de 10 mg/dl
mediante ferroterapia y en caso necesario transfusiones, etc.

« Tratamientos innovadores: el uso de colageno polivinilpirrolidona se ha visto
gue disminuye el diametro de la ulcera respecto al placebo (Zeron y cols., 2007).

Técnicas quirlrgicas:

+ Indicacién de cirugia: En primer lugar debe decidirse la conveniencia o no del
tratamiento quirdrgico. Existen una serie de casos donde no existe duda de la
necesidad de cirugia, sin embargo, en la mayoria de las situaciones la indicacion
serd relativa.

* Indicaciones absolutas:

O Hemorragia arterial importante. Puede aparecer en UPP profundas
que afecten a grandes vasos. Es poco frecuente ya que estos vasos
suelen encontrarse trombosados.

O Sepsis sin otro foco evidente. Se instaurara una terapia antibiotica
sistémica empirica y se procedera al desbridamiento de la Ulcera,
dejando la cobertura para un segundo tiempo.

O Osteomielitis con secuestros 6seos. El tratamiento quirdrgico es el
Unico capaz de obtener la curacion en estos casos.
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O Comunicacion de la UPP con la articulacién de la cadera. Produce
una artritis séptica que con frecuencia evoluciona a sepsis. En esta
situacion es necesario el desbridamiento de los tejidos necroticos, la
extirpacion de la cabeza del fémur y la instauracion de un sistema de
lavado continuo. Posteriormente la cavidad debe rellenarse utilizando
colgajos musculares grandes como el de vasto lateral.

O Fistulas uretrales o rectales. Son raras y aparecen sobre todo tras
isquiectomias demasiado agresivas. En su tratamiento se debe contar
con la colaboracion de urélogos y cirujanos generales.

O Malignizacion de las Ulceras. La transformacion maligna en las
Ulceras crénicas tiene una latencia media de 20 afios. El tipo mas
frecuente es el carcinoma de células escamosas y su prondéstico es
malo. Requiere la extirpacién de la UPP dejando amplios margenes
libres de lesion.

Indicaciones relativas.

O Cuando la UPP no afecta al hueso esta suele curar con el alivio de
la presion y medidas conservadoras, sin embargo, el periodo de
tiempo necesario es muy largo oscilando entre 6 y 12 meses. El
tratamiento quirdrgico en estas circunstancias pretende reducir el
tiempo necesario para alcanzar la curacion.

O Lesionados medulares y politraumatizados, suelen presentar buen
estado general y una esperanza de vida grande por lo que la cirugia
esta especialmente indicada.

O Ulceras consecuencia de deformidades esqueléticas, ya que
seguiran recidivando hasta que se solucione la causa
desencadenante.

O UPP en los ancianos. Su indicacién es muy probleméatica ya que
los mismos factores que condicionan su aparicion son responsables
del mal resultado quirdrgico. La cirugia se indicara solo en pacientes
seleccionados que permitan la descompresion de la zona quirdrgica.

O Dolor créonico secundario a la UPP.
O Ulceras recurrentes.
O Fracaso del tratamiento conservador.

Principios basicos : El tratamiento quirdrgico de las UPP sigue tres pasos basicos. En
primer lugar debe procederse a la extirpacion, de forma econdmica pero total, de la
bolsa fibrosa de la UPP, para conseguir esto, sigue siendo de utilidad la técnica del
“pseudotumor de Guttmann” en la que la bolsa fibrosa se determina claramente
empaquetandola con compresas o gasas impregnadas en colorante, azul de metileno.
Los bordes de la herida se cortan a 2 cm del margen de la Ulcera y, tras despegarlos,
se suturan uno contra el otro cerrando la cavidad (Rocha, 2006). Entonces se realiza la
extirpacion “en bloque” de la lesion con un margen minimo de tejido sano de 2 cm,
como si se tratara de un tumor, en caso de ver el colorante durante la extirpacion
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sabemos que estamos muy cerca de la Ulcera y debemos aumentar el margen. La
pieza de extirpacion se debe enviar al laboratorio de anatomia patoldgica para
descartar la degeneracion maligna de la Ulcera. También se puede mandar a cultivar
para adoptar la antibioticoterapia postquirtrgica adecuada. En segundo lugar, en caso
de osteitis 0 exposicibn Osea, se procedera a la escision de las prominencias
afectadas, cada vez mas conservadora, especialmente en el caso del isquion por los
cambios en los puntos de presién que pueden originar Ulceras perineales y fistulas
uretrales. Por dltimo debemos buscar el modo de conseguir la mejor cobertura cutanea
teniendo en cuenta, no solo, la cirugia actual, sino también, la posibilidad de nuevas
intervenciones, dado el alto indice de recidivas de estos pacientes.

Figura 14. Tratamiento quirurgico de una UPP. Arrib  a se muestra la técnica
del pseudotumor de Guttmann. Abajo cobertura cutane a mediante colgajo
romboidal
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Entre las posibilidades de cobertura cutdnea podemos citar:

o El cierre directo, sOlo puede usarse en pequefias Ulceras
superficiales. Los resultados son malos ya que crea tension en los
bordes y ademas las cicatrices se sitian en las zonas de apoyo. Por
ello las dehiscencias son frecuentes.

Los injertos cutaneos (Bilkay y cols., 2006), pueden usarse en
Ulceras superficiales pero proporcionan una cobertura inestable,
siendo un procedimiento con baja tasa de éxito, aproximadamente un
30%. Sus indicaciones se limitarian a pacientes ambulantes y como
cobertura temporal en pacientes con mal estado general, que
contraindique otras intervenciones, hasta conseguir la estabilizacion
del paciente.

0 Los colgajos cutaneos, pueden usarse dependiendo de la
localizacion, tamafio, profundidad y cirugias previas, sin embargo no
consiguen rellenar los espacios muertos subcutaneos por lo que la
tasa de recidivas es alta y soOlo se usan ante la imposibilidad de
emplear técnicas mas efectivas y reparaciones secundarias.

1 Los colgajos fasciocutaneos, proporcionan una cobertura duradera,
menor indice de recidivas, y producen minimas secuelas funcionales,
pero solo logran rellenar parcialmente las Ulceras de mayor tamario.

Los colgajos musculares y musculocutaneos (Bilkay y cols., 2006),
proporcionan una cobertura excelente con un relleno adecuado de la
cavidad y actividad demostrada en el tratamiento de heridas
infectadas, pero dejan mayores secuelas funcionales, en pacientes
ambulantes, y pueden ser atréficos en ancianos y lesionados
medulares.

1 Los colgajos libres también se han utilizado cuando se carece de
medios de reconstruccion local, sin embargo sus indicaciones actuales
son muy limitadas.
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1.2.3. QUEMADURAS

La piel, barrera protectora del organismo, es muy expuesta a agresiones como las
guemaduras. La gravedad de las lesiones varia dependiendo del agente causal y el
tiempo de exposicion, la localizacion y la calidad de los tejidos afectados, asi como de
la rapidez y la eficacia del tratamiento realizado.

CLASIFICACION
Clasificacion histoldgica

Esta es la principal de las clasificaciones utilizadas para las quemaduras. Se basa en la
histologia y fisiologia de la piel y sus capas; especialmente, en su capacidad de
regenerarse de forma espontanea y de actuar como barrera cutanea (Church y cols.,
2006). Asi, segun la capa alcanzada por la lesion, las quemaduras se clasifican en
(Morgan, 2000):

« Primer grado (epidérmica): cuya extension se limita a la epidermis. El lugar de la
guemadura duele, no presenta ampollas y esta enrojecido y seco. Un ejemplo seria
una quemadura solar leve. No es frecuente que se produzca dafio permanente de
los tejidos; la lesion suele consistir en el aumento o disminucion de la coloracion de
la piel.

.~

Figura 15. Quemadura de primer grado

+ Segundo grado (dérmica): Las quemaduras de segundo grado afectan la
epidermis y la dermis. El lugar de la quemadura esta enrojecido y ampollado y
puede estar tumefacto y doler. Se pueden dividir en quemadura de segundo grado
superficial y profundo.

7 Segundo grado superficial: afecta a epidermis y dermis papilar

Figura 16. Quemadura de segundo grado superficial
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1 Segundo grado profundo: que afecta a epidermis y dermis reticular

Figura 17. Quemadura de segundo grado profunda

11 Tercer grado (subdérmica): Las quemaduras de tercer grado destruyen la
epidermis, la dermis y la hipodermis. Este tipo de quemaduras también
pueden dafar los huesos, los muasculos y los tendones. El lugar de la
guemadura presenta un color blanco o carbonizado. No hay sensibilidad en la
zona, puesto que las terminaciones nerviosas estan destruidas.

Figura 18. Quemadura de tercer grado

Clasicamente se habla también de quemaduras de cuarto grado para referirse a
aguéllas que afectan al tejido subcutaneo, musculo, fascia, periostio o hueso.

La evaluacion de la profundidad de las quemaduras es, con frecuencia, dificil en un
primer momento. En la tabla 2 se resumen las caracteristicas de los distintos tipos de
gquemaduras:
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Quemaduras de primer [Quemaduras de segundo| Quemadura de segundo | Quemaduras de tercer
grado grado grado grado
Dérmica superficial Dérmica profunda
Causa —Sol —Liquidos calientes —Liquidos calientes —Llama
—Fogonazo menor —Fogonazos o llamas —Fogonazos o llamas —Escaldadura por
—Exposicion breve a | —Exposicién prolongada inmersién
sustancias quimicas a sustancias quimicas —Electricidad de alto
diluidas diluidas voltaje
—Exposicién a
sustancias quimicas
concentradas
—Objetos calientes
Color Rosado Rosado o rojo brillante Rojo oscuro o blanco —Blanco perlado o
amarillento moteado carbonizado
—Transparente o como
parche
Superficie Seca o pequefias —Tamafio variable; —Ampollas menores, a —Seca con epidermis
vesiculas ampollas grandes veces rotas no viable adherente
—Exudado abundante —Ligeramente himeda —Vasos trombosados
Sensacion Dolorosa Dolorosa —Disminucién de la —Anestesia
sensacion al pinchazo | — Sensacién de presion
— Sensacion de presion profunda
profunda intacta
Textura Suave, con edema Engrosada por edema, Edema moderado con No elastica y correosa
minimo y posterior pero flexible menor elasticidad
exfoliacién superficial
Cicatrizacion 2-3 dias 5-21 dias >3 semanas Ninguna; requiere
injertos

Tabla 2. Caracteristicas de las quemaduras segun su

grado de profundidad

Es importante destacar que la valoracion de las quemaduras en nifios pequefos,
especialmente en los menores de cuatro afos, difiere de forma notable respecto a la de
los adultos. Asi, las lesiones de apariencia superficial son en los nifios mas profundas.
Al ingreso, las quemaduras de tercer grado tienen en ellos color rojo intenso (por lo que
podrian parecer de segundo grado) y casi nunca se aprecian las tipicas lesiones
blancas o en pergamino.
Clasificacion etioldgica

+ Escaldadura

« Llama

« Solido caliente

- Eléctrica (por paso de corriente, a diferencia de la producida por flash eléctrico,

que es por llama)

«  Quimica
Esta clasificacion tiene también su importancia, dado que algunos grupos (como las

gquemaduras quimicas y las eléctricas) se comportan de manera especifica y merecen
una vigilancia especial.

FISIOPATOLOGIA DE LA QUEMADURA

La lesion por quemadura rompe la homeostasis del organismo mas que ningun otro tipo
de traumatismo, afectando practicamente a todos los 6rganos de la economia. Por ello,
para su correcto tratamiento deben comprenderse bien los mecanismos que se
desencadenan y de esa forma poder actuar en consecuencia.
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Alteraciones hemodinamicas

Una quemadura cutanea se manifiesta, desde el punto de vista anatomo-patolégico,
como una necrosis de coagulacion, con trombosis microvascular en las areas mas
profundas del dafio. El tejido vecino suele presentar, ademas, zonas de estasis e
hiperemia (Church y cols., 2006). Estas areas de necrosis incompleta reciben el riego
de una microcirculacion dafiada y puede evitarse en ellas la progresion del dafio por
medio de una reanimacion adecuada (figura 19).

epidermis
dermis | zonade __1— I3 |
coagul aci dn * | & y
zona de = Ll
estasis TTHE PZRBRE
tejido 2|1 ! Jl_r | I
subcut dneo sena de '_'_,_._.---"""'r [ | |
hi per emi a sLLLL LG
2" grado superficial 2" grado profundo

Figura 19. Quemaduras de 2° grado superficial y pro  fundo y su division en
zona de coagulacion, de estasis y de hiperemia.

La necrosis por quemadura da lugar a una pérdida de la integridad capilar,
produciéndose la extravasacion de liquido desde el compartimento intravascular hacia
el intersticio, con la consiguiente formacion de edema. Pero el paso masivo de liquido
del compartimento intravascular al intersticial se debe también a otros factores:

« Alteracion de la integridad de la microcirculacion. Ademas del dafio fisico
directo por efecto del calor, la microcirculacién se ve afectada por el efecto de
diversos mediadores de la inflamacién (prostaglandinas, tromboxano, kininas,
serotonina, catecolaminas, histamina, leucotrienos, IL-8, EGF, bFGF, PDGF-AB) (Lu
y cols., 2002) que se activan o generan en el tejido lesionado. Estos mediadores
contribuyen a determinar la gravedad y evolucion de la lesion local, asi como los
efectos que produce a distancia. En la figura 20 se resume la accion de los
principales mediadores que actian en la quemadura (Church y cols., 2006). Se han
ensayado tratamientos con antagonistas de algunos de estos mediadores (como el
ibuprofeno7, anti-H1, anti-H2...), obteniéndose respuestas parcialmente correctoras
del edema postquemadura. Con todo, los beneficios no estan lo suficientemente
demostrados.
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Por lo general, la formacion de edema en una quemadura pequefia alcanza su maximo
nivel entre las 8 y 12 horas posteriores a la lesion. En cambio, en el caso de
quemaduras grandes ésto ocurre mas tarde, entre las 18 y 24 horas, porque la
hipovolemia sistémica retrasa la extravasacion de liquido.
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Figura 20. Esquema de los principales mediadores qu e actlan en la quemadura

Esta pérdida de la integridad microvascular conduce no soélo a la extravasacion de
liguido desde el plasma hacia el intersticio, sino también de proteinas. De este modo, la
composicion del liqguido acumulado en el intersticio se asemeja estrechamente a la del
plasma en su contenido de proteinas y electrolitos. Las pérdidas proteicas son
proporcionales al tamafio de la lesion. Ademas, también se pierde liquido -sin
proteinas- hacia tejidos sanos lejanos a la lesion, aunque a un ritmo mas lento y en
menor volumen. Este hecho se debe a la hipoproteinemia secundaria -que rompe el
equilibrio de presion osmoética a ambos lados de la membrana capilar, segun la ley de
Starling-. Este efecto es, a su vez, responsable de la formaciéon de edema pulmonar,
aunque no suele tener repercusion clinica en ausencia de inhalacién y con una
reanimacion adecuada. En general, la formacion de edema en los tejidos, ya sean
sanos o quemados, se acentla considerablemente con la reanimacion con liquidos, si
bien, como veremos mas adelante, varia segun la solucion utilizada.
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« Alteracion de la membrana celular. La presencia de factores circulantes, como
los acidos grasos libres liberados después de la lesion, y la disminucion de la
ATPasa de la membrana -debida a la pérdida de volumen intravascular y
consecuente isquemia tisular- provocan una alteracion en el potencial de membrana
de la célula y la hinchazon de la célula debida a la entrada de sodio y de agua
desde el espacio extracelular. Este fendbmeno es especialmente evidente en el
musculo y dura de 24 a 36 horas.

+ Aumento de presion osmdética en el tejido quemado. El aumento de presion
osmatica en el tejido quemado parece deberse a una gran extravasacion de sodio
desde el compartimento plasmatico, que genera hiponatremia. De ahi la importancia
del aporte de grandes concentraciones de sodio en la reanimacion.

Estas tres alteraciones provocan una inestabilidad hemodinamica -por reduccion
notable y precoz del volumen plasmatico y un aumento en la resistencia vascular
periférica- y un gasto cardiaco disminuido -al parecer mas por la hipovolemia
que a causa de un factor depresor del miocardio generado tal vez por la
gquemadura. Este factor si parece ser el responsable de la persistencia de un
gasto cardiaco reducido tras la normalizacion de la tension arterial (T.A.) y la
diuresis.

Aunque la T.A. se mantiene practicamente dentro de los niveles normales al
inicio de la lesion, la contraccién continua del volumen intravascular, muy rapida
y masiva en quemados con mas del 20-25% de superficie corporal quemada -
SCQ-, origina hipotensién, disminucién del gasto cardiaco, disminucion del riego
periférico y acidosis metabdlica a medida que se establece el shock por
guemadura.

Pasadas las primeras 24 horas se normaliza la permeabilidad al paso de
proteinas, por lo que los coloides administrados en este periodo permaneceran
normalmente en la circulacion.

Alteraciones metabodlicas

Tras la quemadura, el organismo responde con una serie de alteraciones hormonales
gue comienzan con un aumento de las catecolaminas e incluyen el descenso de la
insulina y el aumento del glucagon, la ACTH, el cortisol, la hormona del crecimiento y
los mediadores de la inflamacion. Las consecuencias metabolicas de todo ello se
resumen en:

« aumento importante del gasto metabdlico,

« aumento en los requerimientos nutricionales. Se produce la movilizacién de las
reservas de glucosa y aumenta la neoglucogénesis a partir de las proteinas y las
grasas.

Con el objetivo de disminuir el hipermetabolismo y ayudar a preservar la integridad de
la mucosa intestinal, reduciendo de este modo la incidencia de infecciones, se ha
recomendado el inicio precoz de la nutricion enteral en el paciente quemado. Ello
favorece igualmente una proteccion frente a las Ulceras de estrés.

La glucosa es el principal nutriente de los tejidos quemados y de las células
encargadas de la cicatrizacion. Pese a incrementarse subitamente sus niveles
plasmaticos tras la lesién, el aumento de la resistencia a la insulina hace que su aporte
vaya preferentemente a los tejidos periféricos.
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Alteraciones inmunoldgicas

A pesar de todos los esfuerzos empleados en la lucha contra la infeccion, ésta sigue
siendo la primera causa de muerte pasados los primeros dias post-quemadura (Church
y cols., 2006).

Las causas se resumen en (Mann, 1996):

- alteracion de las barreras mecanicas, tanto la piel, como las mucosas
(respiratoria e intestinal);

+ pérdida de proteinas, incluyendo aquellas necesarias para la funcion
inmunologica, tanto por alteracion de la barrera endotelial, como por déficit de
sintesis;

+ alteracion de los sistemas de defensa humoral y celular.

TRATAMIENTO MEDICO DEL QUEMADO
Criterios de tratamiento ambulatorio

Los pacientes quemados pueden ser tratados hospitalariamente, en servicios de
Cirugia Plastica o Unidades de Quemados, o de forma ambulatoria. Los resultados en
el tratamiento de los pacientes externos son generalmente buenos, siempre que hayan
sido correctamente seleccionados para ello. Los factores a considerar en la decisién de
tratar a un paciente ambulatoriamente, l6gicamente acompafados de una buena dosis
de sentido comun, son los siguientes: 1) edad del paciente; 2) extension de la
quemadura; 3) profundidad de la misma; 4) enfermedades previas; 5) lesiones
asociadas; 6) situacion social (Mann, 1996).

+ Edad: Los pacientes menores de 5 afios y los mayores de 60 tienen un riesgo
aumentado de morbilidad y mortalidad tras sufrir una quemadura. En los nifilos muy
pequefios hay que considerar la posibilidad de malos tratos, lo cual requeriria
ingresarlos para su proteccion.

« Extension : A mayor extension de quemadura, peor pronostico (Church y cols.,
2006). El calculo aproximado del tanto por ciento de extensién corporal de una
guemadura se hace de acuerdo a la “regla de los nueves” (con una variacion para el
caso de los menores). Para realizar un calculo mas exacto, se utilizan las gréaficas
de Lund-Browder (Morgan 2000, Adam 2007) (figura 21).

Deberan ser ingresados todos aquellos pacientes que requieran fluidos intravenosos, lo
cual comprende a aquellos adultos con SCQ > 20% y a los nifios con SCQ > 10%, asi
como a aquellos que, por la causa que fuere, estuvieran previamente deshidratados.
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Figura 21. Célculo de la extension en una quemadura . A la izquierda segun la
regla de los nueves y a la derecha segun las grafic  as de Lund-Browder.

« Profundidad : La profundidad de la quemadura tiene menor importancia a la
hora de determinar la necesidad de cuidado hospitalario. Una excepcidn son
aguellas quemaduras cuya profundidad haga prever de entrada que requeriran
intervencion quirdrgica (sin olvidar que esta necesidad no es facil de valorar en
primera instancia). Existen casos en que, a pesar de la necesidad de tratamiento
quirdrgico, los pacientes pueden ser seguidos ambulatoriamente e ingresar
directamente para la intervencion.

+ Enfermedades previas : La existencia de enfermedades previas ensombrecen la
evolucion de la quemadura: insuficiencia renal, insuficiencia cardiaca congestiva,
hipertension arterial, EPOC, diabetes mellitus, secuelas de alcoholismo, uso de
esteroides, obesidad morbida, etc.

« Lesiones asociadas y etiologia : Especialmente en las quemaduras eléctricas
(por caida desde cierta altura) o en aquellas sufridas en accidentes de trafico, el
paciente pueden haber sufrido alguna lesibn grave asociada que agrave el
pronéstico de la quemadura. Las quemaduras quimicas y las eléctricas pueden
tener consecuencias graves como, por ejemplo, alteraciones del ritmo cardiaco en
las eléctricas o hipocalcemia severa en las producidas por acido fluorhidrico.
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« Localizacibn de la quemadura : Hay zonas del cuerpo (manos, pies, cara,
periné y articulaciones) que por su localizacion y funcion dificultaran la
independencia del paciente. En otros casos, la distribucion de las quemaduras hace
gue requieran actuaciones especiales, como las quemaduras circunferenciales, que
pueden precisar escarotomia. Estas situaciones exigiran el ingreso en un hospital.

« Situacidn social : Los pacientes externos deben presentar unas condiciones
sociales que permitan el cuidado e higiene correctos de la lesién, asi como
disponibilidad para acudir al hospital a fin de realizar las curas locales y revisiones
necesarias (Smith, 1996).

Tratamiento del gquemado no extenso

Los objetivos son: 1) control del dolor; 2) limpieza y desbridamiento de la quemadura;
3) uso de agentes topicos; 4) cobertura de la lesion; 5) elevacion del area quemada; 6)
profilaxis antimicrobiana; 7) controlar el prurito; 8) rehabilitacion (en caso de ser
precisa).

. Control del dolor.

El dolor es muy intenso inicialmente y se modera de forma espontanea pasadas
unas horas. La manipulacion de la quemadura durante las curas locales lo
intensifica.

La mayoria de los pacientes ambulatorios requiere analgésicos, siendo suficiente
su administracion por via oral. En caso de necesitar analgesia intravenosa, hay
gue proceder al ingreso hospitalario. Si la intensidad del dolor es leve, suele ser
suficiente el empleo de AINEs, AAS o analgésicos menores. Si es moderada,
habrd que recurrir a la dihidrocodeina oral de absorcion lenta. Para
procedimientos mas dolorosos, como las curas, hay que administrar bolos de
MST oral (0.25 — 0.5 mgr/Kgr) 60 minutos antes de la cura o morfina subcutanea
o intramuscular (0.1 — 0.3 mgr/Kgr) 15-30 minutos antes. Muchos pacientes
requieren analgesia-sedacion extra para dormir.

+ Limpieza y desbridamiento de la quemadura.

Si la quemadura es quimica, deberd irrigarse (no sumergirse) inmediatamente
con abundante agua a chorro durante un periodo prolongado de tiempo, desde
20 minutos hasta 1 hora (a excepcion de la quemadura por cal viva, que no se
debe lavar). Existen antagonizantes especificos para algunas sustancias
quimicas productoras de quemaduras: acido fluorhidrico/gluconato calcico;
fenol/agua y alcohol; fésforo blanco (que, en contacto con el oxigeno,
prende)/SO4Cu al 4% (que forma una pelicula que evita su oxidacion).

El tratamiento de las ampollas es todavia controvertido. Algunos defienden que
deben dejarse intactas, alegando la proteccién que ello supone para la zona
guemada y la consiguiente disminucion del dolor. Pero se ha demostrado que el
fluido acumulado en la ampolla contiene mediadores de la inflamacion, que, si no
se eliminan, continuaran actuando localmente, con potenciales efectos adversos,
como estimular a los fibroblastos favoreciendo la contraccion de la cicatriz. Por
ello, se aconseja dejar intactas las ampollas pequefias y el desbridamiento de
las grandes (Adam, 2007). La reabsorcion espontanea del fluido ocurriria pasada
una semana.

47



Introduccién

« Agentes topicos.

1 Hay tres agentes antimicrobianos topicos de eficacia contrastada
(sulfadiacina argéntica, nitrato de plata y acetato de mafenida), aunque cada
uno de ellos tenga sus propias ventajas y desventajas. El mas utilizado es la
sulfadiacina argéntica, (Selvaggi y cols., 2007) si bien debe evitarse su uso
en el caso de pacientes alérgicos a las sulfamidas o cuando se haya
desarrollado resistencia bacteriana a su accion (un problema creciente en los
hospitales). El de segunda eleccion, en dichos casos, es el acetato de
mafenida. Ademas de los tres agentes nombrados, existen otras
posibilidades de tratamiento topico antimicrobiano, como los siguientes:

0 clorhexidina : Todas las quemaduras deben limpiarse cuidadosamente,
usando agua y un jabon antiséptico. De entre todos ellos el que mas eficacia
ha demostrado es la clorhexidina, que actla contra la flora comensal de la
piel (Morgan 2000).

povidona yodada: a pesar de presentar una excelente eficacia
desinfectante al ser aplicada sobre piel sana, en la piel quemada han
aparecido problemas secundarios a su absorcion sistémica (toxicidad renal,
tiroidea, sobre los fibroblastos...);

* Nitrato de cerio asociado a sulfadiacina argéntica : presenta una actividad
antimicrobiana clinica similar a la sulfadiacina (superior in vitro) pero con menos
complicaciones secundarias (alteraciones electroliticas, metahemoglobinemia...)
(Morgan 2000). Otra sustancia empleada Aguacel Ag, también aporta beneficio
sobre estas heridas por quemadura liberando plata durante 2 semanas (Caruso
2003). Otros apdsitos impregnados con plata seria el Acticoat® (Holder 2003).

» Antibidticos tdpicos (gentamicina, polimixina, mupirocina, nitrofurantoina...): su
uso se limita a los casos de infeccion por gérmenes concretos. En cualquier caso, y
cualquiera que sea el agente utilizado, debe aplicarse con prontitud, antes de que
ocurra una invasion bacteriana de la quemadura.

* Anticuerpos monoclonales contra la molécula de adhe sion intercelular-1:
en estudios se ha visto que mejora el porcentaje de curacion de heridas por
guemadura (Adam, 2007).

» Cobertura de la quemadura.

El vendaje (con vendas o malla) debe realizarse en condiciones adecuadas de
esterilidad. Debera ser tal que cumpla los siguientes propdsitos: absorber el
fluido drenado por la lesion, proteger y aislar la quemadura del exterior y
disminuir el dolor de la zona. La periodicidad del cambio de vendaje en un
paciente ambulatorio depende de que se usen 0 no agentes topicos
(considerando su vida media), de la cantidad de drenaje, etc. En todo caso,
nunca debera superar las 48 horas, ya que en los pacientes externos es muy
importante descartar visualmente los posibles signos de infeccion cada 24-48
horas.

« Elevacion del area quemada.

Este es uno de los procedimientos méas efectivos para reducir el edema v,
secundariamente, la infeccion de las zonas quemadas. Se recomienda realizar
ejercicios con las areas lesionadas y, cuando estén en reposo, mantenerlas
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ligeramente sobre la altura del corazén. También mantener presion sobre la
guemadura minimiza la cicatriz hipertrofica (Morgan 2000)

- Profilaxis antimicrobiana.

Todos los pacientes quemados deben recibir profilaxis antitetanica. Si no han
sido vacunados en los Ultimos 5 afios, se les debe administrar toxoide y
gammaglobulina antitetanica (Karyonte 1988).

El uso de antibidticos sistémicos en pacientes ambulatorios no es necesario si
no existen signos evidentes de infeccidén. Por esta razon es muy importante la
vigilancia periodica por si aparecen dichos signos: fiebre, malestar general y
cambios atipicos en el aspecto o evolucion de la quemadura. El uso de
antibioticos profilacticos puede desencadenar la aparicion de resistencias
bacterianas, a pesar de lo cual, sobre todo en determinadas circunstancias
desfavorables, algunos autores lo aconsejan.

« Control del prurito.

El prurito es una manifestacion que genera gran molestia y puede interferir con
todo lo anterior. Su intensidad es muy aguda inmediatamente después de la
epitelizacion de las quemaduras. El mecanismo que lo produce no esta del todo
aclarado, aunque parece segura su relacion con la liberacién de histamina por
las células cebadas. Por este motivo, los farmacos mas utilizados para
combatirlo son los antihistaminicos.

TRATAMIENTO LOCAL DE LAS QUEMADURAS
Objetivo del tratamiento local

Una quemadura altera las funciones normales de la piel, siendo suficiente con que el
estrato corneo se altere, para que pierda su capacidad de barrera.

El tratamiento de cualquier quemadura tiene como objetivo la epitelizacion definitiva
precoz de la misma. Idealmente, este tratamiento local (quirdrgico y no quirdrgico)
debe: disminuir la pérdida de calor, electrolitos, agua, etc.; actuar como barrera frente a
microorganismos impidiendo la contaminacion bacteriana exdgena; evitar 0 minimizar
las secuelas funcionales y estéticas, etc. Conseguir estos objetivos tiene especial
relevancia en caso de quemaduras masivas, incluso aunque estas sean dérmicas
superficiales.

Manejo local inicial de la quemadura

* Traslado a la Unidad de Quemados: El lugar del accidente no es el escenario
adecuado para realizar la primera cura de la quemadura. La actuacién local inicial
depende de las caracteristicas de la lesidbn. En general, en pacientes con
guemaduras masivas las Unicas maniobras deberan estar encaminadas a evitar la
hipotermia, cubriendo al sujeto con materiales limpios y secos. En caso de
guemaduras poco extensas, se procederd a cubrir las lesiones con apoésitos
hamedos.

* Primera cura: En caso de grandes quemados, 0 pacientes que vayan a requerir
hospitalizacion, la primera cura se realizara en el centro hospitalario al que se
traslade el enfermo desde el lugar del accidente, y siempre que su traslado definitivo
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a una unidad de grandes quemados vaya a demorarse. Si el traslado es inmediato
la primera cura se realizara al ingreso en estas unidades.

Si la quemadura no requiere ingreso, la cura se realizard en el centro
hospitalario al que acuda el paciente.

Esta primera cura consiste en el lavado de arrastre con agua tibia (en
guemaduras superficiales de extensién inferior al 10% SCQ puede utilizarse
fria), lavando posteriormente las superficies afectadas con un antiséptico
jabonoso suave. Posteriormente se aclaran las superficies con suero fisiolégico o
agua estéril, se desbridan las flictenas y restos epiteliales y se completa la cura,
gue podra ser oclusiva o expositiva dependiendo del tipo de lesion. El
enfriamiento de la piel se ha visto en estudios que mejora el pronostico como
con la colocacion de apésitos con suero o DRDC (hidrogel-poliuretano)
(Martineau y cols., 2005, Jandera, 2000, Raine 1981)

Curas sucesivas

- Lavado y desbridamiento: La practica de cada cura debe realizarse en
condiciones de esterilidad. Igual que en la primera, hay que empezar con el lavado
de la lesion para eliminar restos de crema, detritus y tejido no viable. A continuacién
puede realizarse un cepillado de la herida con suero fisiolégico y solucion jabonosa
(clorhexidina o preparados de yodo), aclarandose posteriormente las superficies
(Morgan, 2000).

« Oclusion/Exposicion: Las quemaduras superficiales e intermedias pueden ser
ocluidas con un tul graso y un almohadillado generoso para evitar la desecacion de
las superficies lesionadas (Papini, 2004). Constituyen una excepcion las
guemaduras en cara y periné, donde se realizan curas en exposicion (Figuras 22 y
23).

Figura 22 . Quemadura intermedia facial Figura 23. Varias  semanas con curas por exposicion
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En caso de quemaduras superficiales no es necesaria la utilizacion de
antisépticos topicos, que incluso, podrian considerarse contraproducentes, ya
que practicamente todos estos productos retrasan la epitelizacion de estas
lesiones térmicas. Sin embargo, en caso de quemaduras dérmicas superficiales
muy extensas o0 en caso de afectacion de areas como cara, periné, etc., que van
a ser curadas en exposicion, es practica habitual el empleo de antisépticos. La
justificacion de esta practica esta, en tratar de evitar infecciones que causarian
un mayor retraso en la epitelizacion que la utilizacion de los antisépticos, con las
consecuencias que este hecho acarrearia.

Asimismo, en las quemaduras superficiales e intermedias esta indicado la
cobertura con apdésitos biosintéticos que resultan especialmente Utiles en casos
de quemaduras extensas de esta profundidad (Singer, 2007).

En quemaduras profundas, sin embargo, la aplicacién de quimioterapicos tépicos
es necesaria para controlar la infeccion local. Estos agentes pueden utilizarse
extendiéndolos sobre tul graso o sobre compresas en las curas oclusivas, o bien
aplicarse directamente sobre la piel quemada en las expositivas. El tratamiento
expositivo en ambiente caliente y aséptico facilita la desecacion de la lesion,
formandose una escara que puede facilitar el desbridamiento, pero que puede
en algunos casos profundizar la quemadura.

« Prevencion de secuelas: Desde el inicio del tratamiento de un paciente quemado
se deben realizar maniobras destinadas a reducir las secuelas funcionales y
estéticas que presentardn en muchas ocasiones estos pacientes. El tratamiento
postural con vendajes y férulas, y la colaboracién con un servicio de rehabilitadores,
resulta fundamental para reducir contracturas articulares en posicion inadecuada,
reducir cicatrices retractiles, sinequias, etc (Schwarz, 2007). Por otro lado, un
adecuado tratamiento quirdrgico minimizara la cicatrizacion por segunda intencion y
la posibilidad de cicatrizacion patolégica causante de alteraciones. Por ultimo,
contamos con tratamientos coadyuvantes utilizados cuando se ha producido la
epitelizacion de las quemaduras (presoterapia, laminas de silicona, etc.).

+ En estudios se ha demostrado la eficacia de la introduccién de un gen adenoviral
en células epiteliales en quemados ha mejorado la cicatrizacion de las heridas por
quemadura y podria utilizarse en los cultivos de queratinocitos que después se
injertarian (Hirsch, 2006). Estudios previos confirmaban diferencias en el trofismo
del adenovirus por las células (Gilbert y cols., 2000, Chen, 2003).
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COBERTURA EN GRANDES QUEMADOS. SUSTITUTOS CUTANEOS

La cirugia en el paciente quemado, indicada como tratamiento de las quemaduras
profundas, tiene como obijetivos la eliminacion del tejido dafiado irreversiblemente y la
realizacion de una cobertura definitiva de las heridas. Este tratamiento debe ser
completado precozmente para minimizar el riesgo de infeccion, sepsis y muerte del
paciente, ademas de reducir tratamientos dolorosos y largos en el tiempo, disminuir
secuelas, etc.

Consideraciones generales preoperatorias

Situacion clinica del paciente:

En la actualidad se defiende la precocidad y la agresividad en el tratamiento
quirargico del gran quemado. El desbridamiento quirdrgico de la quemadura
debe iniciarse cuando el paciente esté estable hemodindmicamente, situacion
que suele alcanzarse entre el segundo y quinto dia postquemadura (Horch y
cols., 2005).

Estrategia operatoria:

En quemaduras masivas no es posible realizar una escisiéon completa de toda el
area cruenta, entre otros factores, por la excesiva pérdida heméatica que se
produciria: se necesitan aproximadamente 2 o 3 concentrados de hematies por
cada 10% de superficie corporal a escindir. Actualmente las superficies que se
desbridan tienden a ser mayor que en el pasado, alcanzandose 25-35% de
superficie corporal total, e incluso mas cuando se trata de extremidades en las
que se puede utilizar isquemia para reducir el sangrado. En torax, abdomen y
espalda, no se debe superar el 15% para evitar pérdidas de sangre excesivas
(Demling y cols., 1999).

En quemaduras profundas masivas (>60%), la priorizacién de las areas a
intervenir es una cuestién objeto de debate. Algunos autores preconizan tratar
primero areas funcionales, dando prioridad a las manos y articulaciones, sobre
todo del miembro superior. A continuacién cara y cuello (por su importancia
estética) siempre que la profundidad de la lesion esté confirmada. Las
extremidades inferiores serian las siguientes, posteriormente el térax y
abdomen, y por ultimo espalda, palmas y plantas. Otros autores sostienen que la
prioridad es la escisidbn de los mayores porcentajes de quemadura posibles,
comenzando incluso por térax y abdomen. En este punto hay que hacer la
consideracion de que en quemaduras quirdrgicas muy extensas que afectan,
entre otros, a miembros superiores e inferiores, estas areas se pueden desbridar
con isquemia, lo que favorece que en estas condiciones las superficies
desbridadas en la primera intervencién puedan acercarse al 35%. En cualquier
caso, cada paciente requiere una evaluacion y priorizacion de las areas a operar
de forma individualizada.

En cuanto a la cobertura cutanea, ésta se realizard en el mismo tiempo
quirurgico que la escision para obtener el cierre de la herida de forma inmediata.
Comentar por ultimo que la escision quirargica de las quemaduras y la cobertura
de las zonas cruentas se plantea en un gran quemado de forma seriada, si su
estado general lo permite, con intervalos de 2-4 dias. Con este planteamiento se
puede conseguir la eliminacion completa de las lesiones térmicas profundas
durante la primera o las dos primeras semanas postquemadura.
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Tipos de escision
« Escision tangencial o secuencial:

Esta técnica consiste en extirpar de modo secuencial con un dermatomo,
laminas de tejido quemado, hasta llegar a tejido subyacente sano, apto para ser
injertado (Papini, 2004). El problema principal de este método es la hemorragia
en sabana que se produce, especialmente si el plano viable es dérmico. En
estas condiciones la mejor hemostasia es la que se obtiene por presion y
vendaje compresivo, coagulacién con electrocauterio o ligadura de los vasos
mayores y aplicacion de la cobertura (autoinjerto, homoinjerto, etc). En este
punto comentar que, el colageno expuesto del plano dérmico viable resultante de
la escisibn de quemaduras, estimula la coagulacion, siendo un agente
hemostéatico muy eficaz.

« Escision intermedia:

La escision del tejido se practica mediante la exéresis de todo el espesor de la
piel preservando el tejido celular subcutaneo. Esta técnica esta indicada
especialmente en areas donde sea importante conservar el contorno corporal,
como por ejemplo, la mama femenina. En la actualidad el tejido celular
subcuténeo viable no es considerado un mal lecho receptor de injertos, si bien
su vascularizacion es peor que la de la dermis o la fascia.

Los diferentes tipos de cobertura de las heridas por quemadura se explicara en
capitulos posteriores.

53



Introduccién

1.3 TRATAMIENTO DE LA PATOLOGIA DE LA
PIEL

Aqui trataremos de desarrollar las distintas formas de solventar en el servicio de cirugia
plastica las diferentes patologias de la piel, refiriéendonos a los injertos y colgajos
cutaneos.

1.3.1. INJERTOS CUTANEOS

Un injerto cutaneo consiste en epidermis y parte de dermis que se transfiere a una zona
receptora, tras separarla de su aporte sanguineo. Siendo una opcion para la cobertura
de pérdidas cutdneas que no permiten un cierre primario (Robert Hierner y cols., 2005).

Clasificacion
Se dividen segun su espesor en:
+ Injertos de espesor parcial (Ollier-Thiersch)

Formados por epidermis mas dermis de forma parcial. A su vez pueden subdividirse en
finos, intermedios y gruesos, dependiendo del grosor dérmico. Normalmente su
espesor varia entre 0.30 a 0.45 mm. Cuanto mas delgado es el injerto, mayor sera la
posibilidad de que sobreviva en el lecho receptor, ya que el tejido que debe recibir
nutricion es de bajo espesor; sin embargo éste tendra una mayor fragilidad ante el
traumatismo. El lecho donante de un injerto fino reepiteliza mas rapidamente que uno
grueso en el que no quedan elementos cutaneos accesorios (Place y cols., 1996).

+ Injertos de espesor total (Wolfe)

Formados por epidermis mas dermis de forma total. Este tipo de injerto después de su
trasplante, adquiere una textura, coloracion mas parecida a la de la piel que lo rodea,
por lo que son mas usados para defectos en la cara, que generalmente son pequefios y
permiten un cierre directo de la zona donante (Johnson y cols., 1992; Ratner y cols.,
1998; Leibovitchs, 2005; Seung-Kyu y cols., 2005)

Supervivencia del injerto cutaneo
Depende de varios factores:
+ Vascularizacion

Un injerto necesita para sobrevivir un lecho receptor bien vascularizado. Por
tanto, si tenemos como lecho receptor elementos avasculares como hueso sin
periostio, cartilago sin pericondrio o tendon sin paratenddn, el injerto colocado en
contacto con ellos no podra nutrirse. También tejidos irradiados o bien tejido de
granulacion de larga evolucion de caracteristicas fibréticas son malos receptores
de injertos.

Se han descrito 3 fases sobre la nutricion de un injerto (Clemmensen, 1964):

= Circulacion plasmatica: A partir del contacto del lecho con el injerto, este
empieza a tomar el liquido plasmatico que se absorbe por accién capilar del
lecho receptor.
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= Inoculacidon de vasos sanguineos: Durante las primeras 48 horas se
forman conductos vasculares en la red de fibrina que una el injerto con su
lecho.

= Formacién de nuevos capilares: A la vez que se establece flujo entre los
vasos antiguos, hay neoformacién de capilares entre el lecho y el injerto,
junto con una red paralela de linfaticos (Place y cols., 1996).

« Contacto lecho receptor — injerto

Este contacto es necesario para una buena vascularizacion. En las primeras
horas ya aparece una red de fibrina que mantiene unidas ambas superficies. Hay
varios factores que influyen en este contacto:

= Tanto una excesiva como deficiente (arrugas) tension entre injerto y lecho
receptor provoca una disminucién del contacto.

= El camulo de liquidos (sangre, suero y pus) separan al injerto del lecho
receptor.

= La movilidad entre ambas superficies dafia capilares que crecen entre
ellos.

+ Tejido de granulacion del lecho receptor

En la evolucién de las heridas se forma un tejido de granulacion que si es de
larga evolucion, se convierte en fibrotico y con mala vascularizacion; por lo que
debe ser extirpado antes de ser injertado.

Indicaciones

Los injertos de piel pueden utilizarse para cualquier defecto con mala
vascularizacion, que dificulte la granulacién del tejido (Clemmensen, 1964). A veces
los injertos pueden aplicarse de forma temporal para proteger una zona que
posteriormente precisara una cobertura mas estable.

+ Heridas en la cara: se emplean injertos de espesor total para defectos de
tamafo intermedio, debido a que son mas estéticos y se puede hacer cierre directo
de la zona donante (Leibovitch, 2005)

« Zonas de flexion: superficies que necesitan cuidados especiales (inmovilizacion)
para prevenir la aparicion de contracturas.

« Tratamiento de quemaduras: Los injertos de piel parcial son los preferidos para
reemplazar la piel quemada de manera superficial; incluso si estos son finos se
podria recoger una “nueva cosecha” de la zona donante en 2-3 semanas (Dantzer y
cols., 2003). Y la utilizacion de apdsitos con plata pura incrementa la tasa de
epitelizacion en estos injertos de espesor parcial (Robert y cols., 2001)

« Cobertura de zona donante: cuando no reepiteliza por si sola.

+ Reemplazamiento de mucosas: Los injertos de espesor parcial son los mas
utilizados para cubrir defectos de mucosas como la faringe, nariz y vagina, sin
embargo hay tendencia a la retraccion de estos por lo que es necesario la utilizacion
de moldes. Aunque para reemplazar defectos de conjuntiva es mejor el injerto de
mucosa bucal recogido con el dermatomo de Castroviejo, evitando asi irritacion
corneal.

55



Introduccién

« Cierre de duramadre expuesta, pericardio y pleura: Sélo los injertos de piel
parcial sobreviven en estas zonas.

Zonas donantes

El color, la textura, vascularizacion, grosor y naturaleza de la piel varian de una
zona a otra (figura 24); por tanto cuanto mas cercana esté la zona donante de la
receptora mas se pareceran. Las zonas situadas por encima de la linea clavicular
tienen mas similitudes a la cara (McCarthy, 1990).
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Figura 24. Zonas donantes mas frecuentes de obtenci  0n de injertos cutaneos. (1) injertos de
piel parcial y (2) injertos de piel total

L]

Zonas donantes para injertos cutaneos se dividen en: (1) injertos de piel parcial (Place
y cols., 1996) y (2) injertos de piel total (Delmonico y cols., 1981).

+ Region retroauricular : excelente para suministrar injertos para la cara,
pudiéndose obtener tamafios de 2 cm de didmetro con cierre directo.

« Region supraclavicular : casi tan buena como la retroauricular para injertos de
piel total, aunque también pueden tomarse de espesor parcial.

« Parpado superior : puede utilizarse para pequefios defectos, ya que solo se
puede obtener una elipse pequefia para evitar deformidades.

« Zona anterior de la mufieca : Excelente para la toma de injertos de espesor total
para cubrir pequefios defectos de los dedos, permitiendo un cierre directo de la
zona donante .

« Pared abdominal , region glatea y extremidades : son las zonas mas usuales
para la toma de injertos de piel parcial. Suelen adquirir un color amarillento /pardo,
pigmentandose por los rayos UV. Siempre que sea posible la zona donante la
elegiremos de zonas que se puedan ocultar por la ropa.

« Prepucio y labios mayores : la pigmentacion de esta piel la hacen la idonea
para reconstruccion de areola y pezon (Rudolph y Ballantyne, 1990).
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Preparacion de los injertos

Toma de injertos de piel parcial
Hay basicamente 3 tipos de instrumentos de forma general:

o Cuchilla de Humby: posee un calibrador por el que podemos regular el
grosor del injerto. Escalpelo Blair o Ferris-Smith- grandes hojas sin
calibrador. En ambos se facilita la toma tensando la piel y lubrificAndola con
vaselina. EI movimiento de la cuchilla debe ser con movimientos suaves y
largos sin prestar excesiva atencion al moviento hacia delante (Place y cols.,
1996).

o Dermatomo tipo tambor: D. de Padgett-Hood: es el prototipo de estos
dermatomos cuya ventaja es la obtencién de injertos de grosor uniforme.
Consta de una hoja rotatoria que se mueve adelante y otras hacia la
superficie del tambor para cortar el injerto de grosor deseado. La zona
donante se prepara aplicando un cemento para que la piel se una al rodillo.
Tiene como ventaja él poder cortar injertos con una forma exacta. Otros
dermatomos de este tipo son el dermatomo de Reesse (mas elaborado) y
dermatomo Schuchardt (que se adhiere a la piel sin sustancia adhesiva).

o Dermatomos eléctricos: accionados con motor, obteniéndose con ellos
tiras extensas del tronco y las extremidades. dermatomo de Brown: Posee
una hoja intercambiable que se mueve de adelante y atras como una
maquina cortadora, pudiendo fijar un grosor determinado. Dermatomo de
Stryker (similar al de Brown), dermatomo de Castroviejo (obtiene injertos
mucosos) y dermatomo de Padgett (motor en el mango).

Toma de injertos de piel total

Los injertos de piel total se obtienen cortando la piel en profundidad hasta la
dermis con forma eliptica con bisturi. Cuando la piel de la zona donante es
irregular es util inyectar solucion salina para identificar el plano de corte. Una vez
cortado se desengrasa con tijeras curvas, y se cierra de forma directa la zona
donante (Rudolph y Ballantyne, 1990).

Aplicacion
El injerto se puede aplicar de dos formas distintas:

- Laminar — resultado estético mas aceptable aunque presenta mayor nimero
de hematomas.

- Mallada — cubren mayor extension. Peor apariencia estética, aunque con
menor numero de hematomas. Mayor dificultad para que prenda y no actia
como barrera hasta que no se produce la epitelizacion de la malla (figura 25).

Cuando el area de pérdida es muy extensa y la zona donante escasa se recurre
al patrén en sandwich, en el que se aplican injertos ampliamente mallados sobre
los cuales se colocan homoinjertos de cadaver. El objetivo de esta ultima
cobertura es proteger los autoinjertos y actuar como barrera hasta que prendeny
epitelizan las mallas (Metcalfe y Ferguson. 2007).
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Figura 25. Quemadura 3° grado intervenida, realizan  do desbridamiento méas cobertura con
injerto de piel parcial mallado. A la izquierda se aprecia resultado postoperatorio y a la
derecha a las 2 semanas tras la intervencion.

1.3.2 COLGAJOS CUTANEOS Y FASCIOCUTANEOS.

INTRODUCCION

Los colgajos permiten al cirujano reconstruir defectos a lo largo del cuerpo, restaurando
su forma y funcion con garantias de éxito. Cada colgajo tiene unas caracteristicas
determinadas en cuanto a localizacion, tamafio, composicion tisular, patrén circulatorio,
vascularizacion, inervacion y funcion. Algunas de estas propiedades pueden
modificarse mediante expansion, microcirugia, composicion de colgajos, prefabricacion
de los mismos y otras técnicas.

BASES ANATOMICAS
Territorios vasculares

Para comprender la vascularizacion de los colgajos cutaneos y fasciocutaneos (aunque
como veremos mas tarde se puede resumir que los colgajos cutdneos son también
fasciocutdneos porque dependen de las mismas perforantes) es importante describir
brevemente los siguientes conceptos (figura 26) (Cormack y Lamberty, 1994):

. Territorio anatémico:

Definimos como tal el territorio que irriga un vaso y la extensién de todas sus
ramas antes de que se produzca ninguna anastomosis con otros vasos vecinos.
La primera descripcion fue realizada por Manchot en 1889 que, tras realizar
disecciones en cadaveres, enumeré las principales arterias cutaneas. Menos
conocido, es el estudio realizado por Salmon, en el que también describe vasos
mas pequefios ya que uso radiografias de los territorios cutaneos tras inyectar
un liquido radioopaco. Por ultimo, esta el trabajo de Nakajima, realizado in vivo
en 1981 mediante arteriografias, tras producir una vasodilatacion periférica del
territorio a estudio con PGEL1.

58



Introduccién

Territorio dinamico:

Para comprender este concepto es basico definir la “linea divisoria” de McGregor
y Morgan, que demostraron que, al ocluirse una arteria los vasos vecinos
extendian su territorio hacia dicha area vascular de menor presion mediante un
sistema de anastomosis. Asi, cuando se inyecta una arteria cutanea especifica
en el cadaver en fresco, con tinte 0 una sustancia radioopaca, el territorio tefiido
es en realidad dinamico, porgque se extiende también a los territorios
circundantes debido a la ausencia de presion intravascular en los mismos,
cambiando la extension de los limites del colgajo sin necesidad de un
procedimiento de “delay” (Reinishc y cols., 1974).

Asi el patrdon axial con una arteria central y su territorio puede extenderse a otros
territorios circundantes, ampliando sus limites.

Territorio potencial:

Es un area que no puede demostrarse in vivo ni por inyeccion de cadaveres, ya
que incorpora un elemento aleatorio (random), incorporando una zona tras un
periodo de delay. La naturaleza de los cambios vasculares en esta zona es
desconocida y multifactorial, aunque podria originarse en los diferentes niveles
de profundidad a la que se hallan los sistemas vasculares de la piel y sus
diferentes redes anastomoticas.

Anatémicc Dinamicc Funcioral
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Figura 26. Territorios vasculares: anatémico, dinam ico y funcional.

SISTEMAS VASCULARES
Sistema vascular cutaneo directo

Definimos este sistema de vasos como el conjunto de arterias y venas especificas que
circulan en el plano graso del tejido celular subcutaneo, paralelas a la superficie de la
piel y que estan circunscritas a determinadas regiones del cuerpo humano. Los
colgajos basados en este sistema se conocen tradicionalmente con el nombre de
colgajos cutaneos de patrén axial. Segun su destino pueden emplearse como colgajos

pediculados, en isla o libres y asi mismo pueden incluir hueso cuando las ramas
profundas para el periostio derivan del mismo vaso (Ej. colgajo inguinal con cresta
iliaca) denominandose colgajos osteocutaneos (McCarthy, 1990).

Sistema vascular musculocutaneo
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Sistema vascular fasciocutaneo

Los colgajos fasciocutaneos se basan en arterias que pasan entre los septos
intermusculares e intercompartimentales, para alcanzar la fascia profunda vy
posteriormente llegar hasta la fascia superficial y la piel. Este sistema de vasos recibe
el nombre de sistema fasciocutdneo y es el que caracteriza a dichos colgajos,
independientemente de los componentes tisulares de los mismos (Pearl y Johnson,
1998).

CLASIFICACION DE LOS COLGAJOS

Los colgajos se pueden clasificar segun los tejidos que lo componen, teniendo en
cuenta su tamafio y segun su patron vascular. Atendiendo a este ultimo criterio
podemos distinguir entre:

« Colgajos cutaneos axiales con vascularizacién directa

« Musculocutaneos

« Fasciocutaneos

- Cutaneos con patron de vascularizaciéon aleatorio o “random”.

En el esquema que se muestra en la figura 27, tomado de Tolhurst, se ofrece una
clasificacion de los colgajos, con eje central en su vascularizacion, pero teniendo en
cuenta su utilizacion en cirugia reconstructiva.

Componentes Circulacién
Piel Aleatoria
Grasa Axial

Fascia Arteria Gnica

Musculo - ————— Arterias multiples
Cartilago ", Flujo inverso
Hueso

Nervio

Tendén

Sistema anatémico

Cutaneo axial
Fasciocutaneo
Musculocutaneo

Destino

Local Configuraciéon
Regional Pediculo proximal

Pediculo distal
Enisla
Formas especiales

A distancia:
Pediculado
Libre

Preparacion de tejidos
Delay
Expansio

Figura 27. Clasificacion de los colgajos con eje ce  ntral.
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Colgajos cutaneos de patron axial

A medida que los adelantos técnicos nos han permitido ahondar en los conocimientos
anatomicos de la vascularizacion cutanea se ha podido determinar que los vasos
directos cutaneos son ramas del sistema vascular fasciocutdneo y, por lo tanto, estos
colgajos pueden denominarse como tales (McCarthy, 1990).

Clasicamente se definen como colgajos de patron axial:

+ Colgajo frontal basado en la A. Supraorbitaria 0 en la rama frontal de la
A.Temporal Superficial.

+ Colgajo mediofrontal: basado en la A. Supratroclear.

+ Colgajo de cuero cabelludo: basado en la rama parietal de la A. Temporal
Superficial o en la A. Occipital.

+ Colgajo Postauricular: basado en la A. Postauricular.

« Colgajo Deltopectoral: basado en la 22 y 32 perforante de la A. Toracica Interna o
en la rama cutanea del eje Toracoacromial.

- Colgajo mamaria externa: basado en la A. Toracica Lateral.
« Colgajo axilar toracodorsal: basado en la rama cutanea del eje toracoacromial.
« Colgajo hipogastrico: basado en la A. epigastrica Superficial Inferior o superior.

« Colgajo inguinal: basado en la A. Circunfleja Superficial de la lliaca.
« Colgajo SEPA y peneano: basados en la A. Pudenda superficial externa.
« Colgajo dorsal del pie: basado en la A. Dorsal del pie.

Todos estos colgajos pueden emplearse con flujo directo, tal y como se describieron, y
con flujo inverso, ya que las anastomosis garantizan su supervivencia.

Caracteristicas fundamentales a tener en cuenta en la reconstruccién mediante un
colgajo axial.

« Grosor: son mas delgados que otro tipo de colgajo
+ Color.

+ Pelo.

« Defecto que se deja en la zona donante.

« Hay que tener en cuenta las posibles variaciones en cuanto a tamafio y recorrido
del vaso principal.

« Dependencia: tener en cuenta la incapacidad para la vida cotidiana que genera
el uso de estos colgajos, por ejemplo un colgajo pediculado que impida el uso de
una mano durante 3 semanas.

Colgajos fasciocutaneos

En cuanto a la sistematizacion de los colgajos fasciocutaneos hay cierta controversia,
tanto en terminologia como en su clasificacién, por lo que voy a exponer los trabajos
mMas importantes segun su autor:

Cormack y Lamberty:

Localizan las perforantes fasciocutaneas (denominadas septocutdneas por Carriquiry y
Vasconez) junto a los masculos largos, mientras que donde predominan los musculos
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planos (térax y abdomen) se hallarian las perforantes musculocutaneas. Basan dicha
afirmacion en el hecho de que no hay una verdadera fascia profunda en el tronco,
considerando la contribucion del sistema fasciocutaneo a la vascularizacion de la piel
muy limitada, siendo de consideracion Unicamente a nivel de las ramas horizontal y
pararescapular de la A. Escapular Circunfleja.

Los vasos fasciocutaneos no se dividen, en general, hasta que no han perforado la
fascia profunda, constituyendo dos plexos diferentes, el profundo y el superficial. El
plexo profundo esta formado por una serie de capilares y arteriolas que se orientan en
la misma direccion de las fibras de colageno de la fascia, adaptandose a las
variaciones de la misma con el movimiento, asi los vasos estan orientados de manera
diferente segun su localizacién. El plexo superficial se compone de vasos de mayor
calibre y longitud, y muchas ramas acompafan a los nervios cutaneos, orientandose la
mayor parte de las veces en el eje longitudinal del miembro (figura 28).

Esquema general de vascularizacion
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Figura 28. Vascularizacion general de los colgajos faciocutaneos.

Estos autores clasifican los colgajos fasciocutaneos en tres tipos segun su
vascularizacion:

« Tipo A:

Son colgajos que se nutren de multiples vasos fasciocutaneos pequefios
procedentes de diferentes ramas cutaneas musculocutaneas y septocutaneas,
orientdndose en paralelo al eje del plexo fascial en dicha zona. Corresponden a
los colgajos fasciocutaneos randomizados de Hallock, descritos por Ponten
como superflaps. Tienen un gran potencial para ser usados en todo el organismo
ya que no necesitan ningun vaso especifico que nutra el colgajo, basta con
preservar la integridad de la fascia con su red vascular como parte del mismo.
Esto limita el arco de rotacion y su empleo como colgajos libres, pero su gran
versatilidad los convierte en una buena opcion para defectos de pequefio o
moderado tamafio (figura 29).

Estos colgajos se han denominado aleatorios ya que no es necesario identificar
un pediculo vascular, aunque en sentido estricto serian aquellos que no
requieren ningun conocimiento de la vascularizacion de la zona, lo que no es
real ya que se orientan paralelos al eje del plexo fascial (McCarthy, 1990).
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Tt A

Figura 29. Colgajos fasciocutaneos tipo A segun la clasificacion de Cormack y Lamberty

« Tipo B:

Se basan en una perforante Unica, de tamafio moderado y que es constante en
presencia y localizacion. Pueden usarse como colgajos pediculados, en isla o
libres. Se describié una variante en la cual la perforante se disecciona hasta
alcanzar el vaso principal del que es rama para facilitar la microanastomosis al
aumentar la longitud y calibre del pediculo (figura 30).

Figura 30. Colgajos fasciocutaneos tipo B segun la clasificacion de Cormack y Lamberty

+ Tipo C:

Estan basados en multiples perforantes pequefas a lo largo de toda su longitud,
pero incorporan no solo el septo por donde circulan sino también una porcién del
vaso principal del cual derivan (Song los llamé septocutaneos). Pueden
combinarse con hueso, ya sea porque la misma arteria segmentaria que es el
origen de las perforantes cutaneas dé ramas para suplir el periostio del hueso
adyacente, dando lugar a un colgajo fascioperiéstico, o bien porque la rama que
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nutre la piel proporcione una arteria nutriente que penetre en la diafisis del hueso
vecino, formando en este caso un colgajo Fascioenddstico (McCarthy, 1990)
(figura 31).
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Figura 31. Colgajos fasciocutaneos tipo C segun la clasificacion de Cormack y Lamberty

Los tres tipos de colgajos pueden usarse también como de flujo inverso.

Otra clasificacion de colgajos fue realizada por Mathes y Nahai (figura 32) y se
describe a continuacion:

Tipo A: cutaneos directos.

En ellos se demuestra un pediculo con origen en un vaso regional importante,
que discurre inicialmente por debajo de la fascia profunda y posteriormente
superficial a la misma, para dar un buen numero de perforantes cutaneas.
Frecuentemente se denomina colgajo axial. Durante el curso superficial del
pediculo puede detectarse por palpacion o Doppler.

Tipo B: septocutaneos (Intermusculares)

Todos los colgajos fasciocutaneos cuyo pediculo vascular circule entre musculos
desde su origen hasta la piel, tanto si lo hace en un septo reconocido como tal o
simplemente entre los vientres musculares.

Tipo C: musculocutaneos.

En ciertas regiones las perforantes musculocutdneos entran en la fascia
profunda y contribuyen a la irrigacion tanto de la fascia como de la piel, y se
puede disefiar un colgajo basado en las mismas sin incorporar el musculo
subyacente. Aunque si es necesario aumentar la longitud del pediculo puede ser
necesaria la incorporacion de todo o parte del musculo en el colgajo.
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Figura 32. Clasificacion de los colgajos realizada por Mathes y Nahai.

Kunert:

Propone un modelo tedrico basado en el analisis de la morfologia vascular, con tres
patrones vasculares elementales que se relacionan con los diferentes tipos de colgajos:

« Vasos largos horizontales que darian lugar al patrén axial
+ Ramas ascendentes verticales en relacion con los colgajos segmentarios

+ Redes vasculares en dos o tres dimensiones que darian lugar a colgajos
reticulares.

Sistema atobmico de Tolhurst:

Consiste en dos partes principales, un nucleo en el que hallariamos los tejidos
componentes del colgajo, y unas caracteristicas secundarias: pediculo, preparacion
especial, destino, vascularizacion y forma. Posteriormente se realizé una modificacion
situando en el ndcleo la vascularizacion.

Mas que una clasificacion es un sistema de definir un determinado colgajo.
Colgajos cutaneos aleatorios o randomizados

Podriamos definirlos como aquellos que se elevan sin explotar la axialidad de los vasos
locales. Fueron los colgajos de los pioneros ya que inicialmente el plexo subdérmico se
consider6 el nutriente fundamental de la piel. Esta red vascular es paralela a la
superficie de la piel y permite elevar colgajos de forma rectangular de tejido celular
subcutdneo con un ratio longitud/anchura de 1.5:1 hasta 3:1 en la cara donde hay una
mayor vascularizacion (Baker, 1996).

Limitaciones:
« Tienen un arco de rotacion pequefo
« Estan proximos a la herida y la zona circundante que puede estar lesionada.
+ Resistencia bacteriana escasa.

« Por eso se ided el sistema de “delay” con los colgajos pediculados tubulares,
gue podian, de ese modo, ser transferidos a distancia.
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Colgajos compuestos

Este término implica que contienen mas de una clase de tejidos, unidos por una base
vascular comun. Pueden clasificarse segun la dependencia que mantengan los
diferentes tejidos entre si (McCarthy, 1990).

» Colgajos compuestos simples: Los diferentes tejidos son interdependientes y
estan fisicamente unidos por su pediculo vascular.

* Colgajos quimera: Corresponde a dos o mas tejidos diferentes, que se irrigan por
dos ramas diferentes del mismo tronco principal.

e« Cadena: Se usa para denominar dos colgajos separados unidos mediante
microcirugia en un eje vascular comun.

» Colgajos siameses: Son colgajos fisicamente unidos por algin punto, pero con
pediculos vasculares separados.

Modificaciones

Para adaptar los colgajos a determinados problemas reconstructivos, se pueden
realizar diferentes modificaciones como expansion, transposicion de colgajos
segmentariamente, colgajos de hueso vascularizado, colgajos basados distalmente,
transposiciones inversas, combinaciones de colgajos, colgajos con demora Yy
prefabricados.

« Expansion tisular: Es un método efectivo para aumentar el territorio cutdneo de
colgajos musculares y fasciocutaneos localizados superficialmente, aunque también
puede aplicarse a fascia y nervios periféricos. El periodo de expansion
generalmente, se extiende entre 6 semanas y 3 meses.

+ Fendmeno delay o demora: Es una técnica para aumentar la circulacién del
colgajo y asegurar su supervivencia. Puede realizarse por medios quimicos y
también por laser, pero usualmente se lleva a cabo mediante una manipulacion
quirargica del colgajo (Baker, 1996). Requiere entre 10 a 14 dias de intervalo entre
intervenciones. Puede hacerse de dos maneras:

= Por medio de una incision en la periferia del territorio cutaneo y elevacion
parcial del colgajo.

= Ligadura selectiva de algun pediculo vascular para aumentar la
vascularizacion en el pediculo que vamos a utilizar como eje.

Desventajas:
= Se requiere una intervencion preliminar
= Es posible lesionar el pediculo inesperadamente

= El tejido cicatricial que se forma puede dificultar la posterior manipulacion
y situacion del colgajo.

PRINCIPALES COLGAJOS FASCIOCUTANEOS POR REGIONES

En la descripcién de los colgajos fundamentales vamos a utilizar la clasificacion de
Mathes y Nahai porque consideramos que es la mas sencilla de entender y se puede
aplicar a la totalidad de los territorios anatomicos.
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Hemos realizado un esquema en el que se enumeran los colgajos fasciocutaneos, para
describir posteriormente las principales caracteristicas, utilidades y técnica quirargica,
de manera resumida, de los colgajos mas empleados tanto en la reconstruccion como
en cobertura de defectos. Aunque somos conscientes de que solo aporta una
orientacion y que es necesario el estudio de otros textos mas extensos, en los que se
basa este capitulo para comprender y ejecutar dichos colgajos.

Detras de cada colgajo se apunta el tipo de vascularizacién segun la clasificacion de
Mathes y Nahai.

Cabeza y Cuello (Leatherbarrow y cols 2006)
* Mediofrontal C/Axial
* Frontal standard A/Axial
* Nasogeniano C
» Scalp A/Axial
+ Fascia temporoparietal A/axial
« Auricular posterior
Region anterior torax  (Hwang, 2007)
+ Deltopectoral C
« Torécico lateral A
Regidn posterior tronco
+ Escapular B
« Transverso espalda C
Miembro superior
+ Deltoideo B
+ Lateral de brazo B
« Medial de brazo B
+ Interéseo posterior B
+ Radial B
+ Recurrente radial B
+ Recurrente cubital B

« Arteria digital A
« Arteria dorsal metacarpiana A

+ Pulgar A
« Segundo dedo A
Abdomen

« Arteria pudenda profunda externa A
+ Inguinal A
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+ Muslo-pudenda A

« SEPA (superficial external pudenda artery) A
+ SIEA (superficial internal epigastric artery) A
« Toracoepigastrico C

e Anterior lateral de muslo ByC
* Anterolateral de muslo
» Posterior o posterolateral de muslo
* Lateral de muslo B
* Medial de muslo B
Pierna
+ Safeno A
+ Tibial anterior B
« Arteria peronea B
« Tibial posterior B
« Sural A
+ Lateral supramaleolar

+ Dorsalis pedis B
+ Lateral plantar B
+ Medial plantar B
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COLGAJO DE ROTACION

Se aplica preferentemente a defectos triangulares, siendo el lado mas corto parte del
colgajo y el mas largo el radio del circulo. Si hay demasiada tension puede darse un
corte en la base del semicirculo y si hay tejido redundante puede extirparse un triangulo
de Burow para que sea mejor el acoplamiento (wu, 2006).
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Figura 33. Colgajo de rotacion

COLGAJO DE TRANSPOSICION

En este caso el colgajo es rectangular y tiene los bordes redondeados. El angulo
maximo de transposicion es de 90°. La linea de maxima tension es diagonal al colgajo,
donde pueden aparecer problemas de necrosis si la tension de cierre es excesiva
(Baker, 1996).

COLGAJO DE AVANCE

Estos colgajos tienen un disefio muy simple que consiste en avanzar los bordes de una
escision hasta que se unen. La tensibn maxima es perpendicular a la linea de incision.
Pueden ser rectangulares, doble avance rectangular y en V-Y (Baker, 1996).
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Figura 34. Colgajo de avance
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COLGAJO ROMBOIDAL (LIMBERG)

Es un colgajo romboidal disefiado para cubrir un defecto del mismo tamafio y forma.
Tiene dos angulos de 60° y dos de 120°, siendo todos los lados de la misma longitud.

El punto de maxima tension esta en el cierre de la zona donante. Puede disefiarse
doble o triple (Baker, 1996).
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Figura 35. Colgajo romboidal

COLGAJO DE DUFOURMENTEL

Es una modificacion del colgajo romboidal, con unos angulos agudos de 30° y de 150°
los mayores. Se trazan las diagonales dentro de la figura, prolongando la diagonal corta
y uno de los lados, estas lineas forman un angulo que se divide por la mitad, con una
longitud igual a uno de los lados y a partir de ésta una linea paralela a la diagonal larga.
Este colgajo aporta mas tejido que el romboidal simple.

Figura 36. Colgajo de Dufourmentel
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COLGAJO BILOBULADO

El colgajo bilobulado clasico consiste en dos colgajos a 90° uno del otro con una
rotacion total de 180°. Dependiendo del area en que se emplee pueden disminuirse los
angulos a 45-50° con una rotacion total de 90 6 100°, lo que disminuye la tension en la
sutura y la formacion de orejas de perro.

El primer colgajo se disefia cercano al defecto con un tamafio aproximadamente igual o
ligeramente inferior y el segundo colgajo un 25% o 50% mas pequefio que el primero.
Es muy util en la reconstruccion de pequefios defecto en el ala nasal (Baker, 1996).

Figura 37. Colgajo bilobulado

COLGAJO EN NOTA

Es un colgajo triangular que se ha disefiado para cobertura de un defecto circular,
haciendo pasar una tangente al defecto de 1.5 veces la longitud del diametro del
mismo, y a unos 50° o 60° otra incision del mismo tamafo del diametro del defecto a
cubrir. Puede desepitelizarse la punta del colgajo para acoplarlo mejor al defecto. Es
uatil en defectos de 1.5 a 2 cm de diametro.
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Figura 38. Colgajo en nota
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2. INGENIERIA TISULAR

2.1 INTRODUCCION

La pérdida de estructura o funcion de los tejidos y 6rganos ha supuesto un motivo de
preocupacion continua que se intenta solventar mediante trasplantes, injertos
autologos, protesis y regeneracion tisular (Falke y Atala, 2000). Si bien desde el punto
de vista médico, la utilizacion de érganos para trasplantes ha supuesto una alternativa
real para muchos pacientes, en la actualidad esta técnica se ve limitada por el escaso
namero de donantes. Esta creciente necesidad de Organos, ha llevado a los
investigadores a buscar nuevas alternativas para la reparacion/reconstruccion de
organos Y tejidos, tratando al mismo tiempo de solventar el problema inmune asociado
a todo trasplante.

En este contexto, hoy en dia se acuia el término de Medicina Regenerativa , la cual
implica la actuacion conjunta, multidisciplinar, de diversos campos de la investigacion
biomédica. Esta nueva disciplina trabaja con una metodologia propia e incluye tres
campos fundamentales: la Regeneracion Tisular Guiada , la Terapia Celular y la
Ingenieria Tisular , cuyas herramientas basicas son células, soportes y sefales (Ikada,
2006; Park y cols., 2008; Jayasinghe, 2008; Nolan, 2008).

a. Regeneracion Tisular Guiada . Esta técnica consiste en la reparacion de
defectos tisulares utilizando la capacidad de regeneracién del propio tejido o de los
tejidos circundantes. Normalmente, la regeneracion tisular guiada induce el
crecimiento y la diferenciacion celular mediante la utilizacion de factores de
crecimiento o soportes mas o0 menos activos que incorporen o no diferentes
sefales moduladoras del proceso de reparacion.

b. Terapia Celular . La terapia celular utiliza la célula como medicamento. En
general, las células que se pueden utilizar en terapia celular son de origen autdlogo
(del propio individuo) o heterélogo (de un donante), pudiéndose aplicar de forma
sistémica o local (terapia in situ).

c. Ingenieria Tisular . La creacion de “equivalentes tisulares o constructos” de
disefio a medida en el laboratorio es uno de los retos mas innovadores y al mismo
tiempo mas complejos de la medicina actual. La ingenieria tisular, basada en el
conocimiento de los procesos que ocurren durante el desarrollo embrionario,
pretende simular todos los pasos que conducen a la obtencion de un tejido vivo,
metabdlicamente activo, con capacidad de adaptacién. Por y por ello precisa no
s6lo disponer de los componentes basicos (las células y las matrices
extracelulares) sino ademas, del conocimiento de los factores a los que este tejido
va a estar sometido, como fuerzas biomecanicas, estrés y envejecimiento que,
ademas, han de ir sincronizados con el resto de las estructuras corporales (lkada,
2006).

En estos momentos, la consecucién de tejidos artificiales en laboratorio es una de
las metas que permitirdn acelerar el proceso de regeneracion de los tejidos
dafiados. Estos tejidos, al ser colocados en el lugar del implante in vivo,
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encontraran el medio ambiente adecuado para diferenciarse y constituir un tejido
definitivo o adulto similar al que se pretende sustituir.

En los comienzos de la ingenieria tisular, la fuente celular mas preciada eran las
células autélogas. Sin embargo, esto no siempre es posible, ya que muchos
pacientes se encuentran en una fase comprometida por el fallo del érgano en
cuestion y la disponibilidad de células autélogas es escasa. Ademas, en otras
situaciones, puede aparecer otro obstaculo, como es la inherente dificultad del tipo
celular nativo del 6érgano dafiado para expandirse ex vivo. Este problema ocurre
con frecuencia en O0rganos que poseen una alta capacidad regenerativa in vivo
(Atala, 2004), tal es el caso de la piel.

2.2 LAS CELULAS MADRE

En general, se define una célula madre, como toda célula capaz de llevar a cabo la
division asimétrica, esto es, una célula madre es capaz de generar otra célula con
idénticas caracteristicas a la célula original (y que permanece como célula madre) y
una segunda célula que se diferenciara para originar una célula adulta (Rao y Mattson,
2001). Las principales caracteristicas de las células madre son la capacidad de
autorrenovacion y automantenimiento, un escaso nivel de diferenciacion y la capacidad
para diferenciarse a distintos tipos celulares.

En ocasiones, las células madre pueden sufrir apoptosis y no participar mas en
desarrollos posteriores. Este es el caso de tejidos como el cerebro donde la renovacion
de células diferenciadas (neuronas y células gliales) es muy escasa.

En otras situaciones, las células madre pueden transdiferenciarse, término referido a
las células que no siguen su proceso de diferenciacion ortotipico, sino que pueden
diferenciarse hacia otros tipos de células adultas. La capacidad de diferenciarse hacia
distintos tipos celulares, se denomina plasticidad (Bianchi y cols., 2001).

El nimero de células madre y el proceso de diferenciacion, estan regulados segun las
demandas de cada momento, manteniéndose una cantidad adecuada de células
precursoras indiferenciadas y de progenie diferenciada. Ademas, las células
precursoras indiferenciadas que resulten de los procesos de division, pueden
permanecer quiescentes hasta estadios tardios del desarrollo o estar disponibles para
situaciones de estrés (Rao y Mattson, 2001).

Atendiendo a su origen, las células madre se pueden clasificar en células embrionarias
y células adultas, como se expondra a continuacion.

2.2.1 CELULAS MADRE EMBRIONARIAS

El encuentro del material genético paterno y materno durante el proceso de
fecundacion, se continda con una serie regulada de divisiones mitéticas denominadas
segmentacion, formandose un numero cada vez mayor de células denominadas
blastomeros, las cuales poseen peculiaridades que las hacen singulares. Desde el
punto de vista morfologico, estos blastbmeros no van acompafiados de crecimiento,
sino que cada vez se convierten en células de menor tamafio. Sin embargo, estas
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células, al igual que el cigoto del cual proceden (figura 39), son totipotenciales , es
decir, poseen todas las capacidades para originar el desarrollo embrionario completo
(embridn y cubiertas). En la especie humana, después de la 32 division mitética (estadio
de 8 a 12 células), las divisiones se vuelven asincronicas y las células se transforman
en pluripotenciales , formando una masa compacta de 32 a 128 células llamada
moérula.

Conforme la mérula avanza a lo largo de la trompa de Falopio, las células contindan
dividiéndose, formandose una esfera hueca llamada blastocisto, en cuya pared
podemos distinguir “trofoblasto” y “embrioblasto”. Las células de la masa celular interna
del blastocisto (embrioblasto) son células madre pluripotentes (Stocum, 2001) ya que
pueden diferenciarse hacia todos los tipos de células y tejidos que constituyen un
organismo adulto, pero no se consideran totipoteciales pues carecen de la capacidad
de originar tanto membranas extraembrionarias como de contribuir a la formacion de la
placenta, funcion que asume el trofoblasto. Estas células procedentes de la masa
celular interna del blastocisto han sido utilizadas por distintos autores para la
generacion de lineas de células madre embrionarias, las cuales estan sometidas a
numerosos problemas de caracter ético y legal.

Para conseguir la propagacion ex vivo de las células madre embrionarias (figura 40) y
para mantenerlas en estado indiferenciado, son indispensables la presencia del factor
inhibidor de la leucemia (LIF) y una lamina sustento de fibroblastos murinos (Smith y
cols., 1998; Williams y cols., 1998). La diferenciacion ex vivo de células madre
embrionarias humanas, se puede lograr tras la retirada del LIF o de la capa sustento de
fibroblastos. Seguidamente, se inicia la formacién de agregados en suspension que se
denominan cuerpos embrionarios. La formacion de cuerpos embrionarios también
sucede si no se utilizan frascos de cultivo adherentes en los que se favorezca una
suspension celular. Los cuerpos embrionarios son capaces de dar lugar a tipos
celulares de las tres lineas germinales (Sadiq y Gerber, 2004), y se componen de
células diferenciadas y precursoras provenientes de diversas lineas distribuidas al azar,
que se parecen a embriones postimplante precoces (Henningson y cols., 2003).

74



Introduccién

Cigoto

Blastocisto

Ectodermi Mesoderm: Endoderm

AN

Piel, neuona: Musculo, hueso, cartilago, gr: C. Bowe

Figura 39. Esquema del desarrollo desde la etapa de  cigoto hasta células adultas
maduras (piel, neuronas, musculo, etc)

*" Célula madre embrionaria

Figura 40. Imagen de una célula madre embrionaria.
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2.2.2 CELULAS MADRE ADULTAS

Las células madre adultas son aquéllas que proceden de un individuo adulto,
incluyendo el nifio y el recién nacido. Estas células residen en nichos especificos o
compartimentos tisulares, cuya funcion es el mantenimiento de la integridad tisular
(Vats y cols., 2002). Se consideran ademas, directamente implicadas en la reparacion
tisular ante una agresion o lesion, siendo las encargadas de la regeneracion de cada
uno de los tejidos existentes en un organismo adulto.

Los fenbmenos de reparacion tisular implican el reemplazo de los tipos celulares
dafiados con el fin de reestablecer la funcion e histoarquitectura tisulares. Existen tres
teorias para explicar los fendmenos de reparacion tisular en los individuos adultos:

1. Teoria de la desdiferenciacion.

Propuesta en 1971 por Toole y Gross, en base a los estudios realizados en
anfibios para explicar la regeneracion completa de una extremidad tras su pérdida
traumatica. Estos autores afirman que esta regeneracion completa ocurre por un
proceso de desdiferenciacion de las células presentes en el tejido dafiado. Esta
teoria partia de la base de la no existencia de las células madre dentro de los
tejidos adultos o de su no participacion dentro de los procesos de reparaciéon
tisular. Las células diferenciadas dafiadas durante el trauma inicial, revierten a un
estado indiferenciado mas primitivo antes de su proliferacion y posterior
rediferenciacion para restaurar los tejidos perdidos (Stocum, 1998; Tsai y cols.,
2002).

2. Teoria de la transdiferenciacion

Esta teoria ofrece una explicacion alternativa. Propone que cada tejido en el
individuo adulto contiene un unico tipo de células madre especificas cuya funciéon
se limita al mantenimiento y reparacion del tejido en el que residen (Donovan y
Gearhart., 2001). La transdiferenciacion ocurre durante la reparacion tisular
cuando las células progenitoras tisulares especificas derivadas de un 6rgano, son
“reprogramadas” para formar tejidos de otro 6rgano (Forbes y cols., 2002a;
Poulsom y cols., 2002).

3. Activacién de células quiescentes precursoras de re serva.

Propone que existen poblaciones precursoras de reserva en los compartimentos
tisulares conectivos y que estas poblaciones estan formadas por: a) células
progenitoras tisulares especificas, b) células madre de linea germinal y c) células
madre pluripotenciales:
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a) Células progenitoras tisulares especificas. Se ha postulado que estas células
residen en los tejidos del cuerpo y que estan implicadas en el mantenimiento
“rutinario” de esos tejidos. Ejemplos caracteristicos de ello son las células
epiteliales basales de la mucosa gastrointestinal (Bjerknes y Cheng, 2002), las
células satélite del musculo estriado (Grounds y cols., 1992; Beauchamp y cols.,
2000), asi como las células epiteliales de la capa basal de la epidermis. Por otra
parte, sugiere que las otras dos poblaciones de los compartimentos tisulares
(células madre pluripotentes y células madre de linea germinativa),
experimentarian activacion, proliferacion y diferenciacion para colaborar con las
células progenitoras tisulares cuando fuera necesario, en la restauracién o
reemplazo de los tejidos perdidos o dafiados (Young, 2004 a).

En particular, estos ultimos autores, han desarrollado durante afios y hasta la
actualidad, diferentes trabajos para demostrar la existencia de células madre
pluripotentes y células madre de linea germinativa dentro de los tejidos (figura 41).
En estos trabajos se apoyan los fundamentos de esta tercera teoria.

b) Células madre de linea germinal. Diversos estudios sugieren la presencia de
una poblacién de células madre de linea germinal en los tejidos humanos. Estas
células se propagan mas de 200 veces sin perder el potencial de diferenciacion
(Young, 2000; Young y cols., 2001a y b), permanecen quiescentes en medio sin
suero y en ausencia de factor inhibidor de leucemia (LIF), no expresan
marcadores de célula madre embrionaria como el antigeno especifico del estado
embrionario, antigeno carcinoembrionario o molécula de adhesion
carcinoembrionaria y, en presencia de factores proliferantes, muestran inhibicion
por contacto en la confluencia y un cese de la proliferacion cuando una Unica capa
de células cubre la superficie de cultivo (Young y cols., 2001a).

c) Las células madre pluripotenciales derivadas de tejidos adultos conectivos
humanos, se diferencian de las anteriores en que expresan marcadores de célula
madre embrionaria y generan tipos celulares de las tres lineas germinales (Young
y cols., 2004b). Cuando el tejido es alterado en su estructura basica a través de
un fenémeno lesivo y se requiere de diversos tipos celulares para su reparacion,
se pueden activar células pluripotenciales para restaurar el estado tisular previo a
la lesion (Weissman y cols., 2001) (figura 41).

Finalmente estos autores proponen que la activacion de células quiescentes
precursoras, junto con la desdiferenciacion y la transdiferenciacion, podrian dar
una explicacion a los procesos de reparacion tisular (Young y cols., 2004b).
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Figura 41. Esquema de diferenciacion desde células madre totipontentes, pluripotentes,
células madre de un érgano (tejido sanguineo) y par  a dar por ultimo células
especializadas (glébulos rojos, plaquetas y glébulo s blancos.

Un grupo importante de células madre adultas son las células madre de la epidermis o,
en general, las células madre de la piel (figura 42). Estas células se localizan en el
estrato epidérmico basal y dan origen a los queratinocitos maduros, via células
aceleradoras de transito que se dividen de tres a cinco veces antes de originar la célula
diferenciada (Potten, 1981; Watt, 1998). Al ser la epidermis un tejido que experimenta
una renovacion constante, la utilizacion de estos “intermediarios” puede protegernos de
posibles transformaciones neoplésicas (Janes y cols., 2002).

Célula madre
epidérmici

Células aceleradora$
del transito

Diferenciacion de una
célula madre epidérmi

Figura 43. Proceso de diferenciacion de una célula madre del estrato basal de la
epidermis.

78



Introduccién

2.3 INGENIERIA TISULAR DE LA PIEL HUMANA

La necesidad de solucionar los problemas que aparecen cuando han fallado los
tratamientos convencionales de la pérdida de sustancia en la piel hace necesaria la
busqueda de alternativas basadas en la generacion de sustitutos artificiales de la piel
humana generados mediante ingenieria tisular (Horch y cols., 2005). En concreto, hasta
el momento se han disefiado distintos tipos de sustitutos de la piel, incluyendo
coberturas cutaneas sintéticas y biolégicas, aunque ninguno de ellos ha logrado
reproducir fielmente la estructura y las funciones de la piel humana nativa.

2.3.1.- COBERTURAS SINTETICAS

Las coberturas dérmicas sintéticas consisten en biomateriales no reabsorbibles y
exentos de células vivas que se pueden utilizar como cubiertas temporales o como
agentes inductores de la reparacion tisular guiada. Estos sustitutos tisulares artificiales
e inertes estan indicados en quemaduras menores (dérmicas superficiales no muy
exudativas) o en zonas donantes. Sus caracteristicas fundamentales son:

- No aportan ningun producto antibacteriano, pero suelen actuar como barrera que
impide el paso de bacterias y otros organismos patogenos.

- Su utilizacion implica la aparicion de un exudado que dificulta, si no se posee mucha
experiencia, diferenciar entre infeccion local y la degradacion normal del hidrocoloide.

- Los apoésitos hidrocoloides ejercen un efecto de absorcion y mantenimiento del
exudado, creando un microclima de humedad que favorece la cicatrizacion.

La cobertura sintética mas utilizada hasta el momento es el Omiderm, tal como se
muestra a continuacion:

2.3.1.1. Omiderm

Lamina sintética temporal de poliuretano que permite, de forma semipermeable,
intercambiar con el medio ambiente distintas sustancias, pero deteniendo el ritmo de
evaporacion y la penetracion bacteriana (figura 43).

A medida que crece el tejido hacia la lamina de omiderm, ésta aumenta su adherencia,
su elasticidad y su transparencia. Permite una aplicacion facil, movimientos completos
de las articulaciones, y facilidad para inspeccionar las heridas (gracias a su
transparencia). Suele usarse para proteger sitios donadores, quemaduras de segundo
grado, e injertos mallados, previniendo resequedad y deslizamiento de los mismos
(Canter y cols., 2004).
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Figura 43. Cobertura sintética Omiderm

2.3.2. COBERTURAS BIOSINTETICAS

Este tipo de sustitutos de la piel consisten en un biomaterial de origen sintético no
reabsorbible que se asocia a materiales de origen humano o animal biocompatibles y
biointegrables. En ausencia de tejido autologo, éstos son los sustitutos biolégicos de
primera eleccion en quemaduras superficiales extensas y en zonas donantes. Se
caracterizan porque Su uso:

- Alivia el dolor.

- Aminora la pérdida de agua, electrolitos, calor...

- Actla como barrera mecanica frente a infecciones.
- Favorece la reepitelizacion.

2.3.2.1. Biobrane

Sustituto de piel biosintético temporal desarrollado en 1979. Esta formado por:

- Lamina de silicona (analoga a la epidermis) que actlia como una barrera epidérmica
protectora. La silicona presenta pequefios poros que permiten la eliminacion de
desechos y la permeabilidad para antibiéticos de uso tépico (Yonezawa y cols., 2005).

- Tejido irregular tridimensional (analogo a la dermis) de filamentos de nylon al cual se
adhiere colageno tipo I (figura 44).

La adherencia inicial de Biobrane a la herida se consigue gracias a la unién entre el
colageno de la membrana con la fibrina presente en la superficie de la herida. La
segunda fase de adherencia se debe a las células epidérmicas que proliferan entre los
filamentos de la matriz de nylon (figura 45).
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Biobrane Bilayer Skin Substitute
(Waund Adherence and Healing Effect)

.. Silicone outer membrane

=— Silicone Rubber Epithelial
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Figura 44. Estructura de la cubierta temporal biosi  ntética Biobrane.

Figura 45. Arriba a la izquierda, quemadura 2° grad o superficial; arriba a la derecha
cobertura mediante Biobrane; abajo a la izquierda, resultado tras retirar Biobrane a la
semana; abajo a la derecha aspecto macroscoépico de una lamina de Biobrane.
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Asi, tras la colocacion y fijacion de Biobrane, el nuevo epitelio celular se desarrolla a lo
largo de la malla sintética de nylon, usada como medio de adhesién, siendo necesaria
una fina capa de agua en la superficie de Biobrane para facilitar la migracion de las
células epidérmicas. Una vez que se completa la reepitelializacién, se retira el
Biobrane.

Su uso consigue aliviar el dolor, disminuye el tiempo de hospitalizacion, aminorar la
pérdida de agua, electrolitos, calor, etc, ademas de actuar como barrera mecanica
frente a infecciones y favorecer la reepitelizacion. Actualmente se considera como
cobertura de primera eleccion en quemaduras dérmicas superficiales extensas y en
zonas donantes, aunque no se puede usar universalmente debido a su costo y
aumento en el namero de infecciones. Aun asi, comparado con otras coberturas resulta
de las mas baratas (Yonezawa y cols., 2005).

2.3.2.2. Transcyte ©

Sustituto biosintético temporal. Inicialmente esta formado por 2 capas:
- Externa — ldmina de silicona.
- Profunda — malla de nylon, en la que se introducen los fibroblastos neonatales.

Esa estructura inicial es tratada en el laboratorio durante 3 semanas para que, sobre
ella, los fibroblastos neonatales produzcan una matriz extracelular y factores de
crecimiento. Seguidamente, se somete el producto a un proceso de criopreservacion,
con lo que se destruyen los fibroblastos, y quedan en el tejido la matriz proteica, los
factores de crecimiento y la lamina de silicona superficial que constituyen, en conjunto,
el producto final denominado Transcyte® (Kumar y cols., 2004; Amani y cols., 2006).

Epidermis sintética
Malla de nylon

Proliferacion de fibroblastos y
formacién de elementos dérmicog

Producto final TransCyte®

Figura 46. Estructura del sustituto biosintético te mporal Transcyte®
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2.3.2.3. Integra ®

Fue el primer sustituto cutaneo comercializado y con capacidad de regenerar la dermis
en 1981 (figuras 46 y 47). Esta formado por 2 capas:

- Externa — membrana de silicona que va a aislar la zona dafiada.

- Interna — matriz de coldgeno de origen bovino con glicosaminoglicanos, condroitin 6
sulfato y factores de crecimiento (Violas y cols., 2005).

Este sustituto cutdneo se coloca sobre el lugar de la herida, entrando en contacto la
dermis dafiada con la capa profunda de Integra®, cuyos factores de crecimiento van a
estimular tanto la regeneracion cutanea como la angiogénesis. Aproximadamente a las
3 semanas de la colocacion de Integra, se retira la membrana externa de silicona y es
sustituida por un autoinjerto que suele evolucionar hacia la regeneraciéon total de la
estructura tisular de la zona dafiada (Jeng y cols., 2006; Wisser y cols., 2004).

Asi, Integra® tiene 2 funciones:

- Piel artificial — proporciona una cobertura fisiolégica después de la lesion,
disminuyendo el estrés metabalico.

- Regenerador epidérmico — genera una neodermis similar a la original, que ayudara a
mejorar la calidad estética y funcional de la cicatriz (figuras 46 y 47).

En este sentido, la capa dérmica del Integra® comportaria como definitiva facilitando
qgue la capa epidérmica que se utilizase (autoinjertos o cultivos) prendiera, con la
ventaja de no transmitir enfermedades (Sang-Soo Kim y cols., 2007).

Esta cobertura estaria indicada en pérdidas cutaneas de espesor total. Sus principales
desventajas son: su escasa resistencia a infecciones, la necesidad de utilizar otra
cobertura para sustituir la epidermis y su elevado precio.

Tras la operacion se usan prendas de presion con silicona minimo 6 meses para evitar
la aparicion de cicatrices queloides (Violas y cols., 2005), ya que se han obtenido
buenos resultados comparados con otros tratamientos en cuanto a cicatrices
hipertréficas y queloides se refiere (Clayman y cols., 2007).

Figura 46. Tratamiento con lamina de Integra ® en una pérdida de sustancia en dorso 2°
dedo, con unos buenos resultados funcionales y esté ticos
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Figura 47. Esquema del mecanismo de funcionamiento de las laminas de Integra ®

2.3.3. COBERTURAS BIOLOGICAS

Las coberturas biologicas consisten en la utilizacion de piel humana nativa o bien de
sustitutos biolégicos de la piel humana en los que existen células vivas y matrices
extracelulares que tratan de reproducir la estructura de la piel humana normal.

2.3.3.1. Autoinjertos

Como se describié anteriormente, los autoinjertos de piel nativa constituyen la técnica
de eleccion en el tratamiento de los defectos de la piel que requieren cobertura
cutanea. Debido a su caracter autdlogo, no existe posibilidad de que estos injertos sean
rechazados por el sistema inmunolégico del receptor.

2.3.3.2. Aloinjertos

Los aloinjertos son una de las mejores coberturas cutaneas disponibles en ausencia de
la posibilidad de utilizar piel de origen autélogo. Estos injertos pueden actuar de modo
muy eficiente como barrera (figura 48). En cuanto al tratamiento preoperatorio, los
aloinjertos pueden ser:

- Criopreservados — el homoinjerto sera viable (células vivas).
- Preservados en glicerol — el homoinjerto sera inviable (células no viables).

Uno de los principales inconvenientes que plantea su empleo es la posible transmision
de enfermedades virales del donante al receptor (hepatitis, VIH...), especialmente en
los aloinjertos criopreservados.
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y promocion de

2- Piel de cadaveres humanos

Ventajas:

- Actua como barrera fisioldgica.

- Facil de aplicacion y remocion.

- Transparente.

Desventajas:

- Dificultad para el almacenamiento.
- Necesita renovarse cada 2 dias.

- Se desintegra con facilidad.

- Existe riesgo de transferir enfermedades.

4 Piel normal

Aloinjerto

Figura 48. Comparacién piel normal y aloinjerto vi

tincion H-E.

sto con microscopia Optica (200x) y

Los aloinjertos mas comunmente empleados a nivel cutaneo pueden tener dos
origenes:

1- Membrana amnidtica humana — se adhiere pobremente a la herida y debe ser
cubierta con apoésitos oclusivos. Aunque promueve la angiogénesis y la densidad
capilar, su uso se hace dificil debido a su friabilidad y efectos secundarios (licuefaccion
infecciones por crecimiento bacteriano). Algunas ventajas e
inconvenientes derivados del uso de la membrana amniética son:

— se usa como cobertura temporal. La principal
desventaja es el insuficiente suministro para atender el total de las demandas debido a
la escasez de donantes de érganos.
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Un tipo de aloinjerto especial y comercial es el AlloDerm ®. Se trata de una matriz
proteica formada por alodermis o dermis de donante criopreservada vy liofilizada (con lo
gue se destruye la totalidad de las células) que no incluye la capa epidérmica.

Alloderm esta disefiada para servir de matriz bioldgica para reformar el tejido normal.
Contiene tanto la estructura como la informacioén bioquimica necesaria para dirigir la
revascularizacién normal (a través de canales preestablecidos) y la repoblacién celular,
de coldgenos, proteoglicanos y elastina (Zienowicz y cols., 2007) (Figura 49).

Colagen:

Elastin¢

Fibroblastt

*
»

¥ AlloDerr 1’1?)

Paciente.{
| &
Alloderm,

Paciente,

Figura 49. Arriba, estructura del AlloDerm @ abajo, evolucion del AlloDerm ® con el
tiempo, en cuanto a revascularizacion, repoblacion celular, coldgeno, proteoglicanos y
elastina, se refiere.
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2.3.3.3. Apligraf ©

El Apligraf® constituye un equivalente cutaneo que, de la misma manera que la piel
humana, esta formado por células vivas y proteinas estructurales organizadas en una
bicapa:

- Epidermis externa — formada por queratinocitos humanos que primero se multiplican
y después se diferencian hasta constituir una estructura de aspecto analogo al de la
epidermis humana.

- Dermis — formada por colageno bovino tipo | y fibroblastos, encargados de producir
las distintas proteinas de la matriz.
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Figura 50. Imagen comparativa de Apligraf con la piel humana en cuanto a estructura y
composicion.

A diferencia de la piel humana, Apligraf no contiene melanocitos, células de
Langerhans, macrofagos y linfocitos, u otras estructuras como vasos sanguineos,
foliculos pilosos o glandulas sudoriparas (figura 50).
. . ®
Las ventajas de Apligraf ~ son:
- Es el primer sustituto de piel que presenta varias capas.
- Es un sustituto de piel bastante duradero.
- Formado por componentes sintéticos y biolégicos activos.

. - . ® .
- El tratamiento es bastante rapido, pues el Apligraf puede utilizarse desde el
momento en que se produce la lesion.
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Las desventajas son:

- Las células de cadaver o donante empleadas deben ser analizadas para evitar la
transmision de enfermedades o la infeccidon por VIH, hepatitis, VDRL, citomegalovirus,
toxoplasma, brucella spp...

- Su utilidad es temporal, puesto que se trata de un aloinjerto.

- Las técnicas de obtencion de Apligraf® son complicadas.
- Elevado coste (1000 délares cada lamina de 50 cm?) (Hu y cols., 2006).

2.3.3.4. Xenoinjertos

El uso de los xenoinjertos es muy limitado, ya que acarrean multitud de complicaciones
postoperatorias, entre las que destaca el rechazo en, aproximadamente, unas 72 horas.
Los xenoinjertos de piel mas comunes proceden del cerdo, siendo el Faison la especie
porcina comunmente mas usada.

El Xenograft® se emplea como un producto reconstituyente, que consta de dermis de
porcinos homogeneizados, que son moldeados en hojas y redes; esa dermis presenta
una superficie de colageno capaz de asociarse a la superficie de la herida (figura 51).

Se usa para cubrir temporalmente heridas limpias (como quemaduras de segundo
grado), y proporciona un control excelente del dolor mientras la herida sana. Se suele
combinar con plata para prevenir y evitar las infecciones (Metcalfe y Ferguson, 2007).

. , -~ . ®
Figura 51. Imagen a nivel macroscopico de la cobert  ura cutanea Xenograft
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2.3.3.5. Cultivos de piel

Los cultivos celulares de la piel se desarrollan en los bancos de piel en los que,
actualmente, se pueden procesar, almacenar y elaborar distintos tipos de coberturas
cutaneas.

Para fabricar un sustituto biologico eficaz de la piel humana, es necesario contar con
una fuente adecuada de células epiteliales y de células estromales inmersas en una
matriz extracelular similar a la de la dermis.

En este contexto, el cultivo de células epiteliales de la piel (queratinocitos) se inicié en
1975 cuando Rheinwald y Green describieron por primera vez un método que permitia
mantener en cultivo este tipo de células (Rheinwald y Green, 1975). Las células
empleadas para el cultivo de queratinocitos procedian de pequefas biopsias obtenidas
de un fragmento de piel humana normal. Hoy en dia, los avances técnicos han
optimizado esta técnica y permiten obtener grandes cantidades de queratinocitos
cultivados a partir de pequefias biopsias de piel de 10-12 mm? procedentes de
donantes vivos, incluso del propio paciente o almacenadas en el Banco de Tejidos.
Estas biopsias son sometidas a un tratamiento mecanico y enzimatico para liberar los
queratinocitos mas inmaduros del tejido (células madre queratinociticas). Las células
obtenidas de este modo se cultivan en diferentes condiciones, lo que permite obtener, a
partir de una misma biopsia, un gran numero de células (Moroi y cols., 2004; Meana y
cols., 1998; Del Rio y cols., 2002; Llames y cols., 2004; Llames y cols., 2006) (figura
52).

Los diferentes bancos de piel existentes a nivel mundial difieren en su modo de actuar
(local, regional, nacional e internacional), en las técnicas empleadas en la conservacion
y almacenamiento de la piel humana, en el tipo de sustituto que desarrollan (cultivos de
queratinocitos, piel artificial celular autéloga, etc), etc.

Otros autores han disefiado modelos de piel en los que se utilizan cultivos de
queratinocitos alogénicos como cobertura temporal (Yonezawa y cols., 2007). La razon
de su uso es que estos queratinocitos segregan sustancias que estimulan los lechos
receptores, mejorando las condiciones locales de las superficies cruentas mientras se
realiza la cobertura definitiva, ademas de favorecer la epitelizacion desde los bordes
sanos (Wood y cols., 2006). Sin embargo, es bien sabido que los queratinocitos son
células muy inmunogénicas, pues poseen un gran numero de antigenos en su
superficie. Por ese motivo, la utilizacion de queratinocitos alogénicos siempre supone
una solucién temporal, puesto que estas células acaban siendo rechazadas por el
paciente receptor.

Actualmente, todos los cultivos de queratinocitos (autdlogos y alogénicos) también
pueden conservarse criopreservados y, ademas de su utilizaciéon en la cobertura de
grandes quemados, se han empleado en el tratamiento de Ulceras cronicas (decubito,
venosas, diabéticas...), epidermolisis ampollosas, escisibn de nevus congénitos
gigantes, etc. (Kashiwa y cols., 2004) (figura 53 y 54).

En cualquier caso, la aportacion innegable de los cultivos de queratinocitos ha sido el
hecho de abrir un amplio abanico de posibilidades en el mundo de la cobertura cutanea
al desarrollarse una tecnologia, que posiblemente, sera la base de la cobertura
definitiva ideal futura (Metcalfe y Ferguson, 2006).
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Los inconvenientes derivados de las coberturas asi obtenidas son: escasa resistencia
mecanica, sus “exigencias” en lo que al lecho receptor se refiere, su incompatibilidad
con el uso de la mayoria de los antisépticos, el retraso en su disponibilidad (tardan, al
igual que los cultivos de queratinocitos, 3-4 semanas), su alta susceptibilidad a
infecciones locales bacterianas (Atiyeh y Costagliola, 2007), su elevado precio, el uso
de materiales antigénicos (suero, diversos aditivos, células xenogénicas...) (Johnson y
cols., 1990, 1991; Cairns y cols., 1995), la inestabilidad del injerto, lo cual puede llevar
a obtener malos resultados en zonas de excesiva presion (espalda, hombros...)
(O'Connor y cols., 1990), etc.

Las ventajas serian: la baja tasa en infecciones virales, la posibilidad de una gran
expansion (hasta 10.000 veces el total de queratinocitos obtenidos a partir de pequefias
biopsias) (Pomahac y cols., 1998; Boyce y cols., 2002), la mejora de la tasa de
epitelizacion y maduracion de heridas comparadas con tratamiento control (Magnusson
y cols., 2005), la posibilidad de utilizarse incluso en grandes quemados (figura 54) en
los que no existe apenas superficie sana, la posibilidad de generar una piel 100%
autdloga y los buenos resultados estéticos en pérdidas de sustancia en la cara (Kim y
cols., 2007).

Aunque el cultivo de queratinocitos de la piel supuso un gran avance, su utilizacion
clinica es muy limitada debido al hecho, fundamentalmente, de su escasa consistencia,
su dificil manipulacion y su enorme fragilidad. Por ese motivo, distintos investigadores
disefiaron diferentes modelos tridimensionales en los que los queratinocitos cultivados
se asociaban a un modelo artificial de estroma dérmico, generandose de este modo
una auténtica piel completa tridimensional. Son, sin duda, estos injertos compuestos
cultivados los que mas expectativas estan creando actualmente, siendo su ventaja
fundamental el ser el Unico sustituto que ofrece los dos componentes de la piel de
forma definitiva. En esta piel, la uniébn dermoépidermica se inicia in vitro, disminuyendo
la inestabilidad de la cobertura. También se puede diferenciar in vitro el estrato corneo,
necesario para que el sustituto cutaneo sea eficaz como barrera (figura 53).

Entre los distintos materiales que se han utilizado hasta el momento para generar un
sustituto artificial del estroma, destacan el coldgeno, la fibrina y otros materiales, tal
como se describe a continuacion:

1. Colageno . Utilizando soportes de colageno, se pueden generar dermis artificiales
que contienen fibroblastos viables en su interior. Posteriormente, se siembran los
queratinocitos en su superficie, lograndose muy buenos resultados in vitro. Lo mas
frecuente es el cultivo de fibroblastos humanos en matrices extracelulares de colageno
bovino tipo I, habiéndose cultivado los queratinocitos e incluso los melanocitos sobre
esta matriz (Souto y cols., 2006), (Metcalfe y Ferguson, 2006).

Uno de los modelos de piel artificial biolégica en los que se utiliza colageno como
matriz extracelular es el producto denominado Graftskin ©. En esta cobertura, que esta
compuesta por células alogénicas de prepucio neonatal, la capa dérmica son
fibroblastos humanos y colageno bovino, estando formada la epidermis por
queratinocitos alogénicos estratificados y cornificados.
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2. Fibrina. Uno de los modelos mas utilizados para sustituir la dermis es el que utiliza
fibrina humana, originalmente desarrollado por Meana y cols. (Meana y cols., 1998).
Asi, la matriz dérmica se obtiene empleando plasma humano de un donante, el cual se
mantiene congelado hasta su uso. Para la produccién de la dermis artificial, el plasma
se mezcla con los fibroblastos cultivados y se induce la reaccion de coagulacion
mediante la adicion de sales de calcio. La mezcla se introduce en un frasco de cultivo y
se deja a 37°C hasta que se solidifica; en ese momento, se recubre de medio de cultivo
y se siembran los queratinocitos en su superficie, generalmente de origen autdlogo. El
gel de plasma permite que las células cultivadas (tanto fibroblastos como
gueratinocitos) mantengan un adecuado ritmo de crecimiento, incluso si se han
sembrado a muy baja concentracion. En 10-12 dias de cultivo, el gel presenta una capa
de epitelio confluente en su superficie, asi como un gran namero de fibroblastos en su
interior. En ese momento, la lamina se extrae del frasco mediante la fijacion a un tul no
graso estéril, y esta lista para trasplantarse al paciente (Kashiwa y cols., 2004; Meana y
cols., 1998; Del Rio y cols., 2002; Llames y cols., 2004; Llames y cols., 2006) (Figura
53).

3. Otros materiales. Con menor frecuencia, se han utilizado otros tipos de matrices
extracelulares para sustituir el tejido conectivo de la piel. Los principales tipos de
materiales utilizados hasta el momento son los siguientes:

- Acido_poliglicélico. El acido poliglicolico puede manipularse en laboratorio para
generar mallas tridimensionales biodegradables, habiéndose utilizado hasta el
momento para sustituir distintos tipos de tejidos de tipo conjuntivo, incluyendo la dermis
(Priya y cols., 2008).

- Acido poli-lactico-poli-glicélico (PLGA). Al igual que el acido poliglicolico purificado, los
geles mixtos de PLGA se han utilizado en ingenieria tisular en diferentes tipos de
sustitutos tisulares (Ng y cols., 2006).

- Quitosan. Se trata de un componente de la quitina que recubre a los artropodos y que
se puede purificar para formar geles biocompatibles (Liu y cols., 2007; Boucard y col,
2007; Norazril y cols., 2004; Gingras y cols., 2003).

- Policaprolactona (Dai y cols., 2004).

- Agarosa. Hasta el momento, la agarosa ha sido utilizada para la generacion de
sustitutos del cartilago (Miyata y cols., 2008), la cérnea (Alaminos, 2006) y la mucosa
oral humana (Alaminos y cols., 2007; Sanchez-Quevedo y cols., 2007; Garzén y cols.,
2008), aunque no existe experiencia previa en el uso de este biomaterial para la
fabricacion de piel artificial.
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Figura 52. Esquema del cultivo primario y secundari o de queratinocitos, asi como el
cultivo de fibroblastos
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Figura 53. Resultado final del cultivo de piel hum  ana. Preparacion y transporte para
aplicacion en el paciente
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Figura 54. Arriba a la izquierda, pérdida de sustan  cia secundario a quemadura de 3°
grado; arriba a la derecha, desbridamiento mas cobe  rtura con piel artificial procedente
del cultivo de biopsias obtenidas del propio pacien te; abajo a la izquierda, resultado tras
dos semanas del tratamiento; abajo a la derecha, re  sultado tras 4 meses de evolucion, se

observa una piel con una buena calidad.

A la ingenieria tisular de la piel se le afiaden las mejoras introducidas por la
modificacion genética de las células; estas mejoras van encaminadas a la eficacia y
objetivo de la terapia génica como la transferencia génica a las células madre
consiguiendo una regeneracion constante del tejido epidérmico y el desarrollo de
nuevos biomateriales. Ademas los avances en la regulacién de los vectores el control
espacial y temporal de la expresion génica por sefiales fisioldgicas o exdgenas, puede
facilitar la administracion farmacoldgica o terapéutica a través de la ingenieria genética
de la piel (Andreadis, 2007).

El futuro podria estar en conseguir una cobertura temporal alogénica modificada
genéticamente que produjese factores de crecimiento tisular que favoreciesen la
curacion de los lechos cruentos, y en el desarrollo de un sustituto cutaneo permanente
compuesto por las dos capas de la piel, que fuese resistente a infecciones, presentase
tasas de prendimiento elevadas, y de disponibilidad inmediata. Recientemente la
ingenieria tisular se ha utilizado en conjunto con la terapia génica_ para producir células
de distintos tejidos regeneradas en un ambiente de regulacién de la expresion proteica
Optima para trasplante de piel, cartilago o hueso. Incluye la transferencia de
determinados genes en las células de un tejido para que asi produzcan niveles
terapéuticos de proteinas que necesitemos en el sitio del dafio o inflamacion. Este
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proceso de transfeccion es mediante dos clases de vectores: viral y no viral. En la viral
los genes son insertados en un genoma viral truncado. Las particulas viricas infectan
las células diana, donde son transportados al nucleo e integrados en los cromosomas;
el mensaje es transcrito a RNA y traducido a proteinas de factores de crecimiento por
los ribosomas y liberados para hacer sus efectos en los tejidos deseados (Ding y cols.,
2005), (Goessler y cols., 2006) (figura 55).

B~
-;ﬂ{ Factor de {1
= crecimiento ) &
2 _ | codificado en DNA 2 Y
e Proteinas de H

factor de o I
Virus portando crecimiento T

DNA con el 2

¥

A factor de ]

crecimiento
| 3
Citoplasma = Vi

- Ribosomas y RNA
( Nucleo )

Membrana celular

Figura 55. Terapia génica consistente en transfecci ~ 6n con vector viral en el DNA de la
célula diana y produccion de proteinas de factor de crecimiento para realizar sus efectos
en los tejidos deseados.
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Hipotesis y Objetivos

OBJETITOS

Objetivo general:

Construir mediante ingenieria tisular un sustituto equivalente de piel humana de
espesor completo para su uso experimental y terapéutico y evaluar su utilidad en un
modelo animal.

Objetivos especificos:

1.- Cultivo en laboratorio de los distintos tipos de células de la piel humana (en
especial, fibroblastos y queratinocitos ) y determinacion de las condiciones éptimas
de cultivo y expansion celular para dichas células.

2.- Generacion en laboratorio de un sustituto de piel humana mediante ingenieria
tisular, utilizando biomateriales de fibrina y agarosa y células humanas viables
(fibroblastos y queratinocitos).

3.- Evaluacion de la viabilidad in vivo de los sustitutos de piel humana artificial
mediante implante en ratones inmunodeficientes.

4.- Evaluacion histolégica de los tejidos artificiales implantados en ratones
inmunodeficientes.

5.- Evaluacion con inmunofluorescencia de los tejidos artificiales implantados en
ratones inmunodeficientes.
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MATERIAL Y METODOS

Un amplio abanico de enfermedades y/o de estados fisiolégicos, influyen de forma
negativa sobre la reparacion de heridas de la piel, lo cual conlleva en muchos casos
con la formacion de una cicatriz antiestética y retractil. Por ello, conseguir una
reparacion rapida y eficaz que permita integrar sin gran demora al paciente a su estado
funcional previo en individuos afectados con determinadas patologias, sigue siendo una
encrucijada sin resolver en la practica médica.

Una de las alternativas mas novedosas, es la Ingenieria Tisular. Es decir, la utilizacién
de células y tejidos artificiales como tratamiento médico, para la reparacion
/regeneracion de las lesiones de la piel. Este tipo de terapia permitira colocar las bases
celulares necesarias para restaurar la soluciéon de continuidad deseada con mayor
rapidez y eficacia.

El desarrollo de esta alternativa terapéutica, se ha encontrado con la necesidad de
buscar fuentes celulares como herramienta de tratamiento. Esto ha llevado a
desarrollar nuevas estrategias que ayuden a conseguirlas.

1.-OBTENCION DE MUESTRAS DE PIEL
HUMANA

Se ha contado con 4 muestras de piel de espesor total (epitelio y dermis) obtenidos de
4 pacientes sanos sometidos a diferentes procedimientos de Cirugia Plastica
ambulatoria bajo anestesia local y locoregional. Todos los pacientes incluidos en el
estudio fueron tratados en el Servicio de Cirugia Plastica, Reparadora y Estética del
Hospital Universitario Virgen de las Nieves de Granada y todos los procedimientos
quirtrgicos asociados se llevaron a cabo en los quir6fanos con que dicho Servicio
cuenta en el Hospital. En todos los casos, se contd con el consentimiento firmado del
paciente una vez que éste habia sido pertinentemente informado del procedimiento
(Anexo 1). En el momento de la obtencién, ninguno de los pacientes seleccionados
presentaba enfermedad sistémica grave, proceso neoplasico asociado o enfermedad
infectocontagiosa. En ningun caso se extirpd mas tejido del necesario para el
tratamiento de la patologia quirdrgica que presentaba el paciente.

Una vez obtenida la muestra de forma estéril con la ayuda de unas tijeras se eliminé el
tejido graso subcutaneo hasta dejar expuesta la capa de dermis, tras lo cual los tejidos
extraidos fueron introducidos inmediatamente en medio de transporte estéril constituido
por medio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) (Sigma-Aldrich Ref. D5796,
Saint- Quentin-Fallavier, Francia) suplementado con antibiéticos (500 U/ml de
penicilina G y 500 pug/ml de estreptomicina) y antimicoticos (1,25 pug/ml de anfotericina
B) (Sigma-Aldrich Ref. A5955) para evitar una eventual contaminacion de la muestra.
La composicion del medio de cultivo DMEM se muestra a continuacion en la tabla 3.

Estas muestras de piel humana se utilizaron, por un lado, como controles histolégicos
de piel humana normal y, por otro lado, para la generacion de cultivos celulares
primarios de fibroblastos y queratinocitos.

98



Material y métodos

Tabla 3. Composicion de los medios de cultivo DMEM
trabajo. Todos los valores estan expresados en gram

y HAM-12 utilizados en este
os por litro de medio de cultivo.

COMPONENTE D“'bec&zjiyr:‘zg'&%a‘;‘g'e 5 Nutrient Mixture F12 (Ham)
SALES INORGANICAS
CaCl2+.2H20 0.265 0.0441
CuS04+5H20 — 0.0000025
Fe(NO3)3-9H20 0.0001 —
FeS04+7H20 — 0.000834
KCI 0.4 0.224
MgCle6H20 — 0.123
MgSO4 0.09767 —
Na2HPO4 — 0.14204
NacCl 6.4 7.599
NaH2PO4 0.109 —
NaHCO3 3.7 1.176
ZnS04.7H20 — 0.000863
AMINOACIDOS
Glycine 0.03 0.00751
L-Alanine — 0.009
L-ArgininesHCI 0.084 0.211
L-AsparaginesH20 — 0.01501
L-Aspartic Acid — 0.0133
L-Cystine*2HCI 0.0626 0.035
L-Glutamic Acid — 0.0147
L-Glutamine 0.584 0.146
L-HistidinesHCI*H20 0.042 0.02096
L-Isoleucine 0.105 0.00394
L-Leucine 0.105 0.0131
L-Lysine*HCI 0.146 0.0365
L-Methionine 0.03 0.00448
L-Phenylalanine 0.066 0.00496
L-Proline — 0.0345
L-Serine 0.042 0.0105
L-Threonine 0.095 0.0119
L-Tryptophan 0.016 0.00204
L-Tyrosine*2Na*2H20 0.10379 0.00778
L-Valine 0.094 0.0117
VITAMINAS
Choline Chloride 0.004 —
D-Pantothenic Acids¥2Ca 0.004 0.00048
Folic Acid 0.004 0.00132
Hypoxanthine — 0.00408
Linoleic Acid — 0.0000084
myo-Inositol 0.0072 0.018
Niacinamide 0.004 0.000037
PyridoxinesHCI 0.004 0.000062
Riboflavin 0.0004 0.000038
ThiaminesHCI 0.004 0.00034
Thioctic Acid — 0.00021
Thymidine — 0.00073
Vitamin B-12 — 0.00136
OTROS
D-Glucose 4.5 1.802
Phenol RedsNa 0.0159 0.0013
Pyruvic AcidsNa — 0.11
PutrescinesHCI — 0.000161
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2.- DESARROLLO DE  CULTIVOS
PRIMARIOS DE FIBROBLASTOS Y
QUERATINOCITOS

Transcurrido el periodo de transporte, todas las muestras fueron lavadas dos veces en
una solucion estéril de PBS con penicilina, estreptomicina y anfotericina B (500 U/ml,
500 pg/ml y 1,25 upg/ml, respectivamente) para eliminar todos los restos de sangre,
fibrina, grasa o materiales extraios que pudieran encontrarse adheridos a las
muestras. En primer lugar, para separar la dermis del epitelio, las muestras se
mantuvieron en una solucion estéril con dispasa Il a 37°C que degrada la membrana
basal sobre la cual se ancla el epitelio a la dermis, por lo que tras esto se consiguio
separar mecéanicamente por un lado el epitelio y por otro la dermis.

Una vez separado, el epitelio correspondiente a la epidermis se cubridé con una solucion
de tripsina-EDTA vy se troced con tijeras hasta obtener pequefios fragmentos de
epitelio. Con la ayuda de una pipeta empapada en tripsina-EDTA se transfirid el epitelio
a un frasco con agitador magnético previamente esterilizado. Se afiadieron unos 2,5 ml
de tripsina-EDTA al frasco con agitador y se incub6 a 37°C durante 10 minutos para
separar enzimaticamente los queratinocitos de la epidermis. Transcurrido este tiempo,
se recogio la tripsina que contenia los queratinocitos individualizados en un tubo cénico
de 50 ml con ayuda de una pipeta, procurando no arrastrar con ella fragmentos de
epitelio. Se afadié tripsina-EDTA recogida en el tubo de 50 ml se neutralizé con igual
cantidad de medio de cultivo suplementado con un 10% de suero bovino fetal y se
centrifugé durante 10 minutos a 1000 rpm. El pellet resultante que contenia gran
cantidad de queratinocitos individualizados se resuspendio en 2-3 ml de medio de
cultivo (QC, medio de cultivo de queratinocitos) (De Diego y cols., 2004; Llames y cols.,
2004), el cual favorece preferentemente el crecimiento de las células epiteliales sobre
los fibroblastos. El medio QC estaba compuesto por 3 partes de medio DMEM rico en
glucosa (Sigma-Aldrich Ref. D5796) y una parte de medio Ham F-12 (Sigma-Aldrich
Ref. N6658), todo ello suplementado con un 10% de suero bovino fetal (Sigma-Aldrich
Ref. F9665), antibidticos-antimicoticos (100 U/ml de penicilina G, 100 pg/ml de
estreptomicina y 0,25 pg/ml de anfotericina B; (Sigma-Aldrich Ref. A5955), 24 pug/ml de
adenina (Sigma-Aldrich Ref. A9795) y distintos factores de crecimiento: 0,4 pug/ml de
hidrocortisona (Sigma-Aldrich Ref. H0888), 5 pg/ml de insulina (Sigma-Aldrich Ref.
12767), 10 ng/ml de factor de crecimiento epitelial (EGF) (Becton-Dickinson Ref.
354052, Lincoln Park, Nueva Jersey, EEUU), 1,3 ng/ml de triyodotironina (Sigma-
Aldrich Ref. T5516) y 8 ng/ml de toxina colérica (Sigma-Aldrich Ref. C3012).

Para llevar a cabo la digestion de la matriz extracelular de la dermis de la piel y
conseguir la separacion de los fibroblastos estromales incluidos en dicha matriz, las
muestras fueron incubadas a 37°C en una solucion estéril de colagenasa tipo | de
Clostridium hystoliticum (Gibco BRL Life Technologies Ref. 17100-017, Karlsruhe,
Alemania) al 2% en medio de cultivo DMEM durante 6 horas. Esta solucidén es capaz de
digerir el colageno de la dermis y liberar los fibroblastos estromales. Para la obtencién
de cultivos primarios de fibroblastos, se centrifugé a 1.000 rpm durante 10 minutos la
solucién de digestion que contenia las células estromales disgregadas de la dermis,
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recogiéndose el pellet celular correspondiente a los fibroblastos en frascos de cultivo de
15 cm? de superficie. Como medio de cultivo, se utiliz6 DMEM enriquecido en glucosa
(Sigma-Aldrich Ref. D5796) suplementado con antibidticos y antimicéticos (100 U/ml de
penicilina G, 100 pg/ml de estreptomicina y 0,25 pg/ml de anfotericina B; Sigma-Aldrich
Ref. A5955) y suero bovino fetal (SBF) (Sigma-Aldrich Ref. F9665) al 10%. A este
medio basico de cultivo lo denominamos MF (medio de fibroblastos).

En todos los casos, las células fueron incubadas a 37°C con un 5% de di6éxido de
carbono, en condiciones estandar de cultivo celular. Los medios de cultivo fueron
renovados cada tres dias.

3.- SUBCULTIVO DE LAS CELULAS
PROCEDENTES DE CULTIVOS
PRIMARIOS DE PIEL

Una vez alcanzada la confluencia celular, los distintos cultivos celulares de fibroblastos
0 gueratinocitos se lavaron con PBS estéril y se incubaron en 1-3 ml de una solucion de
tripsina 0,5 g/l y EDTA 0,2 g/l (Sigma-Aldrich Ref. T4799) a 37°C durante 10 minutos y
en colagenasa tipo | de Clostridium hystoliticum (Gibco BRL Life Technologies Ref.
17100-017, Karlsruhe, Alemania) al 2% en medio de cultivo DMEM durante 6 horas,
respectivamente. Esta solucion es capaz de digerir el colageno de la dermis y liberar
los fibroblastos estromales.

Asi se consigue disgregar los mecanismos de adhesion celular y obtener células
individualizadas y no adheridas a la superficie del frasco de cultivo de sendos
queratinocitos y dermis.

Para el caso de la dermis, una vez que las células se desprendieron de la superficie de
los frascos de cultivo, se procedid a inactivar la tripsina utilizada mediante adicién de 10
ml de medio de cultivo MF. La presencia de abundantes proteinas séricas QC es capaz
de inactivar la accién proteolitica de la tripsina. En los queratinocitos, se utilizé el medio
de cultivo QC.

Posteriormente, sendas soluciones de queratinocitos y dermis en las cuales se
localizaban las células desprendidas, se centrifugé a 1000 rpm durante 10 minutos para
obtener un pellet o boton celular con las células de interés, desechandose el
sobrenadante con la tripsina. El pellet celular se resuspendié cuidadosamente en 5 ml
de medio MF o QC y estas células se cultivaron en frascos de cultivo de 15, 25 o 75
cmz2 de superficie.

Habitualmente, los cultivos de queratinocitos se expandieron hasta aproximadamente
cinco veces en nuevos frascos de cultivo. Los cultivos de fibroblastos se expandieron
aproximadamente unas quince veces en frascos de cultivo antes de su uso para
fabricar los sustitutos de tejido conectivo.

En todos los casos, y para asegurar una adecuada viabilidad celular, la elaboracion de
sustitutos de piel se llevd a cabo utilizando células correspondientes a los cuatro
primeros subcultivos.
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4.-CONGELACION DE CELULAS

Una vez alcanzada la confluencia de los cultivos, se procedié a congelar las células
para su conservacion a largo plazo. Para ello, los fibroblastos y queratinocitos se
trataron con una solucién de tripsina 0,5 g/l y EDTA 0,2 g/l (Sigma-Aldrich Ref. T4799)
a 37°C durante 10 minutos para despegarlos de la superficie del frasco de cultivo. Para
neutralizar la tripsina, se afladié una cantidad equivalente de medio de cultivo MF o0 QC
(ambos contienen un 10% de SBF), obteniéndose las células separadas mediante
centrifugacion a 1.000 rpm durante 10 minutos. Tras esto, las células se mantuvieron
sobre hielo y se resuspendieron en medio de congelacion para queratinocitos (10% de
glicerol, 15% de SBF y 75% de DMEM) o para fibroblastos (10% de DMSO, 10% de
SBF y 80% DMEM) en viales especiales para ultracongelacion. Para evitar un choque
térmico demasiado brusco, las células incluidas en el medio de congelacion se
congelaron a -20°C durante las primeras 12-24h, pasandose a continuacién a una
temperatura de -60° durante 24h y finalmente, a un tanque con nitrdgeno liquido
(inicialmente en fase vapor y después en fase liquida), donde se almacenaron a largo
plazo.

Generalmente, los queratinocitos fueron congelados a una densidad 1/10. Esto significa
gue con un frasco de cultivo celular de 75 cm? se prepararon 10 crioviales para
congelar. Cada uno de estos crioviales servirh mas adelante para sembrar un frasco de
cultivo de 75 cm2. Para los fibroblastos, se utilizaron dos crioviales por cada frasco
confluente de 75 cmz2,
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5.- CONSTRUCCION DE SUSTITUTOS
DE PIEL HUMANA MEDIANTE
INGENIERIA TISULAR

La construccién de sustitutos de piel humana de espesor completo, se llevé a cabo de
modo secuencial . Para ello, en primer lugar se elaboré un sustituto de estroma de piel
y, en segundo tiempo, se fabricé un equivalente epitelial en la superficie del mismo.
Ademas, para garantizar una correcta diferenciacion y estratificacion del epitelio
construido, se utilizo la técnica de cultivo denominada interfase aire-liquido (Reichl y
Miller-Goymann, 2003). Para ello, los constructos de piel se elaboraron en insertos
porosos de cultivo Transwell ® con membranas porosas de 0,4 pm (Costar, Corning
Inc., Corning, Nueva York, EEUU). Estos sistemas de cultivo estan compuestos por una
placa estéril de 6 pocillos en el interior de los cuales se aloja una pieza de plastico
movil cuya base esta formada por una membrana porosa y permeable de nylon o
policarbonato (Figura 56). El tamafio de estos poros permite a los nutrientes pasar a
través de la membrana de la placa pero evita la migracién de las células de un
compartimento a otro.

Figura 56. Sistemas de cultivo Transwell® con membr  anas porosas de 0,4 um (Costar,
Corning, Nueva York, EEUU).

La construccion de los sustitutos de piel se llevo a cabo, en primer lugar, elaborando un
equivalente o sustituto estromal directamente en los insertos porosos anteriormente
descritos, utilizando para ello un modelo de geles de agarosa y fibrina que se detalla a
continuacion:
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Para la elaboracién de geles de agarosa y fibrina al 0,1%, se utilizé plasma sanguineo
humano congelado procedente de donantes sanos (cedido por el Centro Regional de
Transfusién Sanguinea y Banco de Tejidos de Granada y Almeria, CRTS, Espafia)
siguiendo las normas y recomendaciones de la Asociacion Americana de Bancos de
Sangre (American Association of Blood Banks, 1990). La fabricacion de sustitutos
estromales de la dermis se llevd a cabo utilizando una modificacion de la técnica
previamente descrita por Meana y colaboradores (Meana y cols., 1998; Llames y cols.,
2004) previamente utilizada por nuestro grupo de investigacion para el desarrollo de
sustitutos artificiales de la mucosa oral y la cérnea (Alaminos y cols., 2006, 2007;
Sanchez-Quevedo y cols., 2007; Garzén y cols., 2009). Para ello, se utilizaron 100.000
fibroblastos procedentes de los cultivos primarios, resuspendidos en 750 pl de medio
de cultivo DMEM, a los cuales se afiadieron unos 7,6 ml de plasma sanguineo humano.
Para evitar la fibrinolisis espontanea de los geles de fibrina, se afiadieron 150 ul de
acido tranexamico (Amchafibrin® Fides Ecofarma, Valencia, Espafia). Finalmente, la
reaccion de coagulacion de la fibrina se precipité mediante la adicion de 1 ml de Cl,Ca
1% (p/v) a la mezcla, afadiéndose justo después 0,5 ml de agarosa tipo VIl especial
para cultivos celulares (Sigma-Aldrich Ref. A9045) disuelta al 2% (p/v) en PBS y
calentada hasta alcanzar el punto de fusion. La concentracion final de agarosa en el gel
fue del 0,1% (p/v). Una vez mezclados todos los componente, y evitando un trauma
fisico excesivo, estos geles se alicuotaron cuidadosamente en los insertos porosos o
en placas de Petri (Figura 57) y se dejaron en el incubador a 37°C con un 5% de CO,,
durante 2 horas para que coagularan. Después de este tiempo se cubrieron con 10 ml
de medio de cultivo QC.

Figura 57. Preparacién de sustitutos estromales de fibrina humana. La mezcla que
contenia el plasma, los fibroblastos, el agente ant ifibrinolitico, la agarosa y el cloruro
calcico se alicuot6 en placas de Petri antes de que comenzara la reaccién de
coagulacion del plasma .
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En segundo lugar, 24 horas mas tarde, se tripsinizaron los cultivos primarios de
gueratinocitos, subcultivAndose las células epiteliales individualizadas sobre la
superficie de los sustitutos estromales en medio QC. Finalmente, 15 dias después de
establecer el cultivo epitelial, se utilizé la técnica aire-liquido , para lo cual se afiadio
medio de cultivo QC al depdsito inferior del sistema, pero no al superior que se expuso
directamente al aire. Esta técnica aire-liquido se mantuvo durante 15 dias mas.

Todo el proceso descrito se muestra de forma esquematica en la figura 58.
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Figura 58. Elaboracién de sustitutos de mucosa oral utilizando una técnica secuencial
sobre sistemas de cultivo Transwell®.
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6. METODO  ANESTESICO Y
QUIRURGICO

La evaluacion in vivo de los sustitutos de piel humana se llevo a cabo en la Unidad de
Produccion y Experimentacion Animal de la Universidad de Granada, utilizando ratones
atimicos desnudos e inmunodeficientes de seis semanas de vida (Fox 1™/
immunodeficient athymic mice, Harlan, USA), los cuales exigian que el entorno fuera
estéril, asi como el pienso, agua y todo el material que se pusiera en contacto con los
animales. También a la hora de la manipulacion era necesario mantener todas las
condiciones de esterilidad con la utilizacion de guantes y batas estériles, asi como
mascarilla y gorro. Los animales se controlaron dentro de camaras de flujo laminar
estéril, las cuales mantenian adecuados niveles de temperatura y humedad (figura 59).
Las intervenciones fueron realizadas dentro de cabinas de seguridad biolégica en un
area quirurgica especifica, con pafios y material quirargico esterilizado (figura 60).

En cuanto a la técnica anestésica (figura 61) se utilizo el siguiente protocolo:

« Atropina 0,05 mg subcutanea por kg peso del raton.
« Calmoneosan® (acepromacina) 1 mg intraperitoneal por kg peso del ratén.
 Imalgene® (ketamina) 150mg intraperitoneal por kg peso del ratén.

La técnica quirurgica consistié en una incision en la regién dorsal del animal (figura 62)
con lo que se consiguid extirpar un colgajo de piel de morfologia cuadrangular de
aproximadamente 1,5 cm x 1,5 cm de dimensiones (figura 63). El colgajo era de piel
total por lo que incluia tejido celular subcutaneo, el cual se reseco hasta la fascia de la
musculatura paravertebral, respetando ésta. Posteriormente, se coloco el constructo de
piel artificial humana sobre el area del defecto cutaneo del raton (figura 64). Se fij6 a la
piel mediante sutura cutanea con puntos simples de seda de 4/0 (figura 65),
colocandose finalmente una ldmina transparente de plastico poroso estéril fijada con
puntos de seda 4/0 para proteger el implante (figura 66).

Para valorar el resultado clinico de los injertos de piel generada mediante ingenieria
tisular, se procedid6 a la evaluacibn macroscopica diaria de los animales,
determinandose los siguientes parametros en cada uno de los casos:

* Tamaiio del injerto.

* Evolucion de la herida: Signos de cicatrizacién, granulacion, fendmeno de
contraccion de la herida, etc.

* Presencia de complicaciones: hemorragia, signos de infeccion, dehiscencia, etc.
* Presencia de costras, exudados, etc.

Para su analisis histolégico, los animales se sacrificaron tras 10, 20, 30 6 40 dias de
evolucion utilizando una sobredosis de anestésicos en inyeccion intraperitoneal.
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Figura 59. Camaras de flujo laminar aisladas en el  animalario de la Unidad de Produccion
y Experimentacion Animal de la Universidad de Grana  da.

Nl TN

Figura 60. Area de intervencion quirirgica dentrod e una cabina de seguridad biolégica
en la Unidad de Produccién y Experimentacion Animal de la Universidad de Granada
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Figura 62. Incision en el dorso del ratdn con bistu  ri n°11.

_

Figura 63. Extirpacion de un fragmento de piel ene | dorso.
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Figura 64. Implantacién de los sustitutos de piel ( constructos) en el dorso del animal.

Figura 65. Fijacion del constructo mediante puntos simples.

Figura 66. Colocacion de un plastico estéril de pr  oteccion.
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7. EVALUACION HISTOLOGICA DE LOS
SUSTITUTOS DE PIEL

7.1 MICROSCOPIA OPTICA

Para el analisis de los tejidos mediante microscopia oOptica, tanto las muestras control
como los constructos de piel artificial se fijaron en formaldehido al 4% tamponado y se
deshidrataron en concentraciones crecientes de etanol (70, 80, 96 y 100%). A
continuacion, el etanol se sustituyd por xileno y las muestras fueron incluidas en
bloques de parafina. Una vez enfriados los bloques, se obtuvieron secciones
transversales de 4 um de espesor que se tifieron con hematoxilina y eosina para su
examen histolégico mediante el microscopio Optico.

7.2 MICROSCOPIA ELECTRONICA DE
TRANSMISION

Para el estudio de los tejidos mediante microscopia electrénica de transmision, las
muestras se fijaron en glutaraldehido al 3% en tampon fosfato 0,1 M (pH 7.2) a 4°C
durante 4-6 horas, lavandose a continuacion dos veces en tampén fosfato 0,1 M (pH
7.2) a 4°C. Posteriormente, las muestras se incluyeron en resina de Spurr durante 24 h
a 4°C, utilizando como agente intermedio el 6xido de propileno. Tras este periodo de
tiempo, se procedid a la polimerizacién de la resina durante 2 h a 60°C. Finalmente, se
realizaron cortes ultrafinos de 100 nm de espesor de las muestras incluidas en resina,
utilizando para ello un ultramicrotomo Reichter Ultracut.

El montaje de las secciones ultrafinas se realizé sobre rejillas de cobre de malla 300 y
tefidas con acetato de uracilo al 2% en agua destilada durante 10 minutos y citrato de
plomo durante 5 min, de acuerdo con la metodologia descrita por Reynolds (1963).

La observacion se llevo a cabo con un microscopio electrénico de transmision Zeiss
EM902 (Oberkochem, Alemania).

7.3 MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO

Para el analisis ultraestructural mediante microscopia electrénica de barrido, las
muestras se fijaron, lavaron y deshidrataron como se describié para microscopia
electronica de transmision. Tras la fijacion, las muestras se deshidrataron en
concentraciones crecientes de acetona (30, 50, 70, 95 y 100%), desecandose por
completo mediante el método del punto critico (Fernandez-Segura, 1999). Este método
consiste en la sustitucion de la acetona tisular, junto con cualquier resto de agua que
pudiese quedar en las muestras, por CO; liquido en frio. A continuacion, el CO, es
evaporado a baja presion, aumentandose progresivamente la temperatura, hasta que la
muestra queda desecada por completo. Una vez desecados, los tejidos fueron
recubiertos por atomos de oro y paladio y analizados en un microscopio electrénico de
barrido FEI Quanta 200 utilizando el modo de alto vacio.
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8. INMUNOFLUORESCENCIA

La deteccion de proteinas especificas de citoqueratinas, involucrinas y filagrinas
humanas se llevo a cabo utilizando secciones transversales de 4 um de espesor de los
diferentes tejidos incluidos en parafina (controles de piel normal y muestras de piel
artificial obtenidas mediante ingenieria tisular e implantadas en ratones atimicos).

Para llevar a cabo la inmunofluorescencia, las muestras tisulares seccionadas y
depositadas en cubreobjetos cubiertos con poli-L-lisina se desparafinaron en xileno, se
lavaron en alcohol y se rehidrataron con agua. A continuacion, se preincubaron durante
20 minutos en una solucién de albumina sérica bovina al 2% con un 10% de suero de
caballo en PBS, utilizdndose posteriormente esta misma solucion para diluir los
diferentes anticuerpos primarios, incubandose las muestras durante 2 h a 37°C con
estos anticuerpos. Las diluciones utilizadas para los anticuerpos primarios se muestran
en la tabla 4. Tras ello, se lavaron las muestras en PBS y se aplicé durante una hora un
anticuerpo secundario anti-anticuerpo de ratdon o anti-anticuerpo de conejo marcado
con un pigmento fluorescente (FITC o Cy3), lavandose con PBS a continuacion. Tras
contratefir los nucleos con DAPI, se cubrieron las muestras con cubreobjetos de vidrio
y se analizaron las mismas en un microscopio fluorescente Nikon Eclipse 90i.

La evaluacion de los resultados se realiz0 determinando la presencia de sefales
positivas a dos niveles:

1- Localizacién de la sefial de expresion:
* homogénea, si existe expresion de la proteina en todo el espesor del epitelio,
* basal, si existe expresion a nivel del estrato basal,
e suprabasal, incluyendo en ésta el estrato espinoso, granuloso, hialino y cérneo.

2- Intensidad de expresion de la proteina:
* () Nula expresion,
* (+) levemente positiva,
e (++) positiva,

(+++) fuertemente positiva.
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Tipo de Anticuerpo Dilucion Origen Laborato_no Referencia
Anticuerpo Comercial
Anti- - Master diagnostica,
Pancitoqueratina Prediluido Mouse Granada, Espania. 001607QD
Anti-CK1 1:500 Rabbit Sigma HPAO017917
Primarios Anti-CK10 Prediliido | Mouse | Masterdiagnostica, | 4, 50~p
Granada, Espania.
Anti-involucrinas 1:500 Mouse Sigma 19018
Anti-filagrinas 1:50 Mouse ABCam SPM181
Anti-mouse 1g-G 1:500 Sigma 19137
Secundarios
Anti-rabbit 1g-G 1:500 Sigma C2306

Tabla 4. Anticuerpos primarios y secundarios usados

correspondiente para los ensayos de inmunofluoresce

en este trabajo y la dilucion

ncia.
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RESULTADOS

1. GENERACION DE CULTIVOS
PRIMARIOS Y ELABORACION DE
SUSTITUTOS DE PIEL HUMANA DE
ESPESOR COMPLETO

El tratamiento enzimatico de las muestras de piel humana demostro ser efectivo en las
muestras de biopsias que se procesaron, obteniéndose abundantes células en todos
los casos. Morfolégicamente estas células se observaron al microscopio 6ptico como
elementos esféricos de pequefio tamafio (alrededor de 2 um de diametro) que
permanecian en suspension en el medio de cultivo durante las primeras horas
posteriores a su aislamiento.

En cuanto al cultivo primario _de gqueratinocitos resultd ser mas lento que el de los
fibroblastos, de manera que la expansion de las mismas se estableci6 de forma
evidente a partir del séptimo dia, observandose la presencia de pequefias colonias o
islas constituidas por 4 6 5 células redondeadas, con citoplasma muy poco refringente
(figura 67 A). Estas colonias, esparcidas a lo largo de todo el cultivo, presentaron un
diametro medio de 1 mm y fueron aumentando progresivamente de tamafio hasta
hacerse confluentes llegando a ocupar toda la superficie del frasco de cultivo después
de 21 dias (figura 67 C y D). En este momento, el analisis mediante microscopia oOptica,
pone de relieve la existencia de una poblacién celular continua de queratinocitos,
configurando una monocapa celular en la superficie de los frascos de cultivo,
constituida por células irregularmente poliédricas con un ndcleo voluminoso en el que
se pueden apreciar hasta tres nucleolos y un citoplasma rico en reticulo endoplasmico
de consistencia hialina, asi como las uniones intercelulares (figura 67).
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Figura 67. Imagenes de microscopia 6ptica de contra  ste de fases de cultivos de
queratinocitos. Evolucion de la confluencia. A) Cul tivos de queratinocitos a los 7
dias, se esta formando una isla de células epitelia  les (M.O. 100x). B) Cultivos de
gueratinocitos a los 15 dias (M.O. 100x). C) Culti vos de queratinocitos a los 21
dias, se observa la confluencia de las células (M.O . 100x). D) Detalle de cultivo de
gueratinocitos a los 21 dias (400x)

El cultivo primario de fibroblastos mostrd un crecimiento celular muy rapido a partir de
los primeros dias (figura 68). A las 24h, la mayor parte de las células se encontraban
adheridas al fondo del frasco de cultivo y comenzaron a emitir pequefas
prolongaciones a modo de pseudépodos (Figura 68 A). El crecimiento de los
fibroblastos se evidencid entre las 48 y 72 horas de cultivo (Figura 68 B),
configurandose en el 5° dia (Figura 68 C) una trama celular formada por células con
abundantes nucleolos, sefal de alto metabolismo celular, y con largas prolongaciones,
gue acaba, a partir del 7° dia, por convertirse en una masa de células fusiformes que
ocupaban toda la superficie del cultivo (cultivos confluentes) y que rellenaban
practicamente todo el frasco de cultivo (Figura 68 D).
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Figura 68. Imagenes de microscopia Optica de contra  ste de fases de cultivos de
fibroblastos (M.O. 100x). Evolucién de la confluenc  ia. A) Cultivos de fibroblastos
alas 24h (M.O. 100x). B) Cultivos de fibroblastos  a las 48h (M.O. 100x). C)
Cultivos de fibroblastos a los 5 dias, se observal  a confluencia de las células
(M.O. 100x). D) Detalle de cultivo de fibroblastos  a los 7 dias con pseuddpodos y
granulos, asi como la presencia de abundantes nucle  olos, sefial de alto
metabolismo celular (M.O. 400x)

Tras el cultivo primario, se elaboraron sustitutos o equivalentes de piel de espesor
completo (Figura 69), los cuales se desarrollaron siguiendo la técnica de cultivo
secuencial expuesta en el apartado Material y Métodos de esta Tesis Doctoral. Para
asegurar una adecuada inmersion del cultivo, asi como una correcta diferenciacion y
estratificacion del epitelio del constructo, se utilizé6 una técnica de cultivo en interfase
aire-liquido , para lo cual se emplearon soportes porosos sobre los que se logré un
adecuado crecimiento y adhesion a los mismos de las células epiteliales, lo que sugiere
gue los nutrientes y factores de crecimiento del medio de cultivo cruzaron de forma
efectiva la membrana y migraron hacia el compartimiento superior de los soportes
porosos, donde se encontraban las células, evitando al mismo tiempo la migracion
celular hacia otro compartimento.
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Figura 69. Sustituto de piel elaborado en el labora  torio dentro de un sistema de cultivo
Transwell® con membranas porosas de 0,4 uym (Costar, Corning, Nueva York, EEUU).

Los queratinocitos mantenidos en cultivo se subcultivaron en la superficie de geles de
fibrina y agarosa que presentaron una buena consistencia a lo que se unié una
adecuada resistencia lo cual facilitd el manejo y la manipulacion de los mismos. Los
fibroblastos mostraron adecuados indices de proliferacion en el interior de los sustitutos
estromales. Después de 2 dias de cultivo, los queratinocitos incorporados en la
superficie de los geles de fibrina y agarosa mostraron una morfologia elongada o
estrellada, apareciendo extendidos por toda la superficie de la malla estromal. En
ninguno de los casos se aprecié contracciéon o pérdida de volumen de los geles de
fibrina y agarosa después de generar los sustitutos de piel.
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2.

EVALUACION CLINICA DE LOS

SUSTITUTOS DE PIEL DE ESPESOR
COMPLETO

La evaluacion de los constructos de piel artificial mediante implante en la zona dorsal
de los ratones inmunodeficientes se pudo realizar con éxito en todos los casos,
apreciandose una excelente tolerancia de todos los animales al proceso anestésico-
quirdrgico.

En lo que respecta a la evolucion temporal del injerto, todos los animales respondieron
adecuadamente al implante del mismo, existiendo una progresiva integracion de éste,
tal como se describe a continuacion:

A los seis dias tras la colocacion del implante, la mayoria de los ratones aun
conservaban el plastico protector del injerto, a través del cual se podia apreciar
que el ratdbn habia comenzado el proceso de cicatrizacion, ya que presentaba
tejido de granulacion y cicatricial a este nivel. En este momento, todos los
animales presentaban un exudado amarillento sobre el constructo implantado
(figura 70 A).

A los diez dias, los animales presentan una lesion costrosa, dura, de color
anaranjado, sobreelevada, cuyas dimensiones eran 1 cm x 1 cm. De igual modo,
en este momento se aprecidé una disminucion de tamafo del injerto debido a la
contraccion de los bordes de la herida quirargica, fendmeno habitual en la fase
de cicatrizacion correcta correspondiente con esta fecha (figura 70 B).

A los veinte dias del injerto, se apreciaba en el area del implante un fenémeno
de contraccién importante, delimitando la regiéon del implante a unos 6 x 8 mm,
presentando una piel algo mas deprimida, de coloracion rosado (mas intenso
gue la piel circundante) con una costra central minima, por lo que la herida esta
totalmente cerrada, sin dehiscencias, ni signos de infeccion ni otras
complicaciones (figura 70 C).

A los treinta dias observamos igualmente una depresion del area de implante
con contraccién de bordes de la herida algo mayor que en el caso anterior y con
una coloracion cutanea muy similar a la de su alrededor sin presencia de
costras, dehiscencias ni otras complicaciones (figura 72).

A los cuarenta dias postimplante, se aprecia un correcto cierre del defecto
cutaneo con presencia de una minima cicatriz con depresion central de apenas
6-8 mm, sin complicaciones apreciables (figura 73).
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Figura 70 B. Implante a los diez dias. A la derecha  detalle de la costra formada.

Figura 70 C. Implante a los veinte dias
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Figura 72. Implante a los treinta dias

Figura 73. Implante a los cuarenta dias
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3. EVALUACION HISTOLOGICA DE LOS
SUSTITUTOS DE PIEL DE ESPESOR
COMPLETO

El analisis de los constructos de piel se realizé tanto mediante microscopia 6ptica como
mediante microscopia electronica de barrido y de transmision, segin se describe a
continuacion.

3.1. MICROSCOPIA OPTICA

La evaluacion de los sustitutos de piel artificial reveld6 que la estructura de éstos
dependia directamente del tiempo de evolucion de cada constructo, asi como de la
localizacion del mismo (constructos ex vivo 0 constructos in vivo). A modo
esquematico, se muestra la estructura de los distintos tejidos en la figura 73.

Figura 73. A la izquierda la tabla muestra la evolu  cién del constructo de piel
obtenida a partir de ingenieria tisular en la 13, 2 2, 32y 42 semanas observados con
microscopia optica. A la derecha se muestra laevo lucion a nivel macroscopico y

microscopia 6ptica de los implantes de piel artific ial a los diez, veinte, treinta y
cuarenta dias tras la implantacién del mismo sobre el dorso del raton atimico
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3.1.1. Evaluacién ex vivo:

El analisis ex vivo del constructo generado en laboratorio mediante microscopia éptica
mostro la formacién de un adecuado sustituto de la piel, el cual presentaba escasos
niveles de diferenciacion tisular. En concreto, el andlisis de muestras mantenidas en
cultivo durante cuatro semanas revelo lo siguiente:

Los constructos evaluados a la semana de su elaboracion presentaron una
gruesa capa estromal en la que existe una abundante poblacion de fibroblastos
en proliferacion. Sobre la superficie de este sustituto estromal, se aprecié una
Unica capa de células epiteliales (figura 74).

En la segunda semana de desarrollo en cultivo, se observé un mayor nimero
de células en el estroma, asi como una estratificacion inicial del epitelio,
formandose una o dos hileras de queratinocitos en su superficie (figura 75).

A partir de este momento continla la proliferacion de queratinocitos,
observandose en la tercera semana una nueva hilera de células en el epitelio
(figura 76).

En la cuarta semana existia un total de 3 a 4 hileras de células, pero no fue
posible distinguir los distintos estratos del epitelio. No se apreciaron papilas,
anejos cutaneos o estrato corneo (figura 77).
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Figura 74. Constructo 12 semana (M.O. 100x)
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Figura 75. Constructo 22 semana (M.O. 100x)

Figura 76. Constructo 32 semana (M.O. 100x)

Figura 77. Constructo 42 semana (M.O. 200x)
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3.1.2. Evaluacién in vivo:

Al contrario de lo que se observé en los constructos mantenidos en cultivo, los
sustitutos de piel implantados en un modelo animal presentaron muy adecuados
niveles de estructuracion y diferenciacion tisular, tal como se describe a continuacion.

En el dia diez (figura 78) tras haber realizado la implantacion del constructo en
el raton se pudo observar la presencia de una dermis muy rica en células y con
algunas fibras y material extracelular desorganizado. Destaca la presencia de
infiltrados leucocitarios en la dermis, asi como la neoformaciéon de un tejido
vascular importante comprendiendo arteriolas, vénulas y capilares. A nivel
epitelial, se observan entre tres y cinco capas celulares, no apreciandose de
forma clara los estratos espinoso y granuloso, aunque si el basal y un estrato
cérneo incipiente. De igual modo, se evidencia una linea dermoepidérmica
homogénea, aunque sin la presencia de papilas ni anejos cutaneos.

Tras veinte dias del implante en los animales atimicos (figura 79), se aprecio
una disminucion en la concentracion de fibroblastos y leucocitos de la dermis,
asi como un aumento significativo del contenido fibrilar en la dermis. De igual
modo, se observo la existencia de entre cuatro y seis capas de queratinocitos
epidérmicos, distinguiéndose en este momento cuatro estratos diferenciados:
basal, espinoso, granuloso y coérneo, siendo el estrato espinoso el menos
evidente de los cuatro. Al igual que a los diez dias de evolucion, se aprecia una
linea dermoepidérmica homogénea, aunque sin la presencia de papilas ni anejos
cutaneos

En la muestra del dia treinta (figura 80) se observo un mayor contenido fibrilar
en la dermis que dias anteriores, apreciandose ya gran cantidad de estratos en
el epitelio, existiendo entre seis y nueve capas de queratinocitos, con una clara
diferenciacion de estratos epiteliales (basal, espinoso, granuloso y coérneo).
Tampoco se apreciaron papilas ni anejos cutaneos.

El dia cuarenta de evolucion in vivo (figura 81), se observé un mayor contenido
en fibras en el estrato dérmico, estabilizandose el numero de capas de
gueratinocitos del epitelio (entre seis y nueve). No se evidenciaron papilas en
unidon dermoepidérmica ni anejos cutaneos.

Figura 78. Implante dia diez (M.O. 100x).
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Figura 79. Implante dia vemte (MO 100x) La flech a marca la transicién entre la
piel del ratén y la piel artificial implantada

Flgura 81 Implante dia cuarenta (M O | 100x)
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3.2. MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMISION

El analisis ultraestructural de los tejidos implantados en los ratones inmunodeficientes
confirmé la adecuada diferenciacion de los tejidos implantados, aunque el nivel
diferenciativo fue directamente dependiente del tiempo durante el cual el injerto se
mantuvo en el animal.

» Las muestras evaluadas in vivo tras diez dias del injerto revelaron la existencia
de un estroma dérmico artificial muy rico en células, incluyendo numerosos
fibroblastos y células endoteliales de capilares sanguineos (figura 82), existiendo
muy pocas fibras colagenas. De hecho, la mayor parte de la matriz extracelular
de la dermis estaba ocupada por fibras de fibrina y por agarosa (figura 83). A
nivel del epitelio, se observé la formacion de uniones intercelulares tipo
desmosoma (figura 88), asi como la presencia de abundantes granulos y
filamentos de queratina en el interior de los queratinocitos (figura 84).

Capilar

Fibroblasto
Sustituto estromal

Figura 82. Piel artificial (M.E.T) donde se aprecia la dermis a los diez dias con la
presencia de fibroblastos y células endoteliales fo rmando capilares sanguineos
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Agarosa

Figura 83. Piel artificial (M.E.T) donde se aprecia la dermis a los diez dias con la
presencia de fibrina (flecha blanca), restos de aga  rosa vy filamentos de colageno (flecha
negra)

Figura 84. Piel artificial (M.E.T) donde se aprecia el epitelio a los diez dias con la
presencia de desmosomas de union (flechas)
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* A los veinte dias del injerto, los sustitutos de piel humana implantados in vivo
mostraron gran numero de vasos sanguineos, con la presencia de abundantes
fibras de colageno en la matriz extracelular (figura 85). Cuando se analiz6 el
epitelio, se comprobd la existencia de alrededor de cinco capas de
gueratinocitos muy aplanados, los cuales presentaban abundantes granulos y
fibras intracelulares de queratina (figuras 86 y 87).

Células endoteliales

Eibras:de colageno

Figura 85. Piel artificial (M.E.T) donde se aprecia la dermis a los veinte dias con la
presencia de fibras de colageno y células endotelia  les de capilares sanguineos

Estrato cdrmea...

Figura 86. Piel artificial (M.E.T) donde se aprecia el epitelio a los veinte dias con la
presencia de los estratos granuloso y corneo. Los q ueratinocitos del estrato granuloso
presentan numerosos granulos y filamentos de querat ina en su interior
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Figura 87. Piel artificial (M.E.T) donde se aprecia el epitelio a los veinte dias con la
presencia de desmosomas (flechas) y granulos (1) y filamentos de queratina (2) en el
interior de los queratinocitos

* Cuando se evaluaron los constructos mantenidos durante treinta dias en el
animal de experimentacion, se comprobd la coexistencia de las fibras de
colageno neoformadas en el sustituto estromal junto con las fibras de fibrina en
proceso de degradacion por parte de los fibroblastos (figura 88). Igualmente, en
el epitelio se aprecié un gran namero de fibras de queratina y queratohialina,
especialmente en la capa granulosa de la epidermis (figura 89).
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Figura 88. Piel artificial (M.E.T) donde se aprecia la dermis a los treinta dias con la
presencia de abundantes fibras de colageno

Figura 89. Piel artificial (M.E.T) donde se aprecia el epitelio a los treinta dias con la
presencia de desmosomas y queratina en el interior de los queratinocitos
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» Finalmente, los constructos mantenidos in vivo durante cuarenta dias mostraron
al microscopio electrénico de transmision la formacién de una abundante matriz
extracelular formada fundamentalmente por fibras de colageno en distintas
direcciones del espacio. Entre estas fibras se aprecian imagenes
correspondientes a restos de agarosa, pero no de fibrina (figura 90). Respecto al
epitelio, las muestras presentaron mas de diez capas de queratinocitos (figura
91), los cuales formaron estratos muy bien organizados, apreciandose
abundantes desmosomas y prolongaciones celulares en el estrato espinoso y
granulos de citoqueratina en distintos estratos (figura 92).

Colageno

Agarosa

Figura 90. Piel artificial (M.E.T) donde se aprecia la dermis a los cuarenta dias con la
presencia de fibras de colageno y agarosa
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Figura 91. Piel artificial (M.E.T) donde se aprecia el estrato cérneo a los cuarenta dias
con distintas capas de células llenas de queratina

e M

Figura 92. Piel artificial (M.E.T) donde se aprecia el epitelio a los cuarenta dias con la
presencia de desmosomas (flechas), asi como de prol  ongaciones celulares y en el
interior de los queratinocitos granulos de queratin a.
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3.3. MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO

Cuando se analizaron los diferentes tejidos utilizando microscopia electronica de
barrido, se observé que la estructura de las células que recubrian al tejido artificial
implantado en el ratdén variaba dependiendo del tiempo durante el cual se mantuviese
éste en el mismo. El analisis secuencial de la superficie de los tejidos implantados
revelo lo siguiente:

A los diez dias tras el implante de la piel artificial, tan solo unas areas de la
superficie del constructo implantado en el ratdon estaban cubiertas por células
epiteliales (figura 93), existiendo areas del estroma subyacente expuestas al
exterior.

A los veinte dias de evolucion in vivo, aun existen areas de dermis artificial
expuestas al exterior, evidencidndose la migracién progresiva de células
epiteliales a partir de islas de queratinocitos dispersas por la superficie dérmica
(figura 94).

A los treinta dias, las muestras presentaban la mayor parte de su superficie
cubierta por queratinocitos de morfologia redondeada, aunque la superficie de
éstos no presentaba ningun tipo de patron superficial o estructuras secundarias
de membrana (figura 95).

A los cuarenta dias, las células del epitelio se extendieron a lo largo de toda la
superficie del constructo, presentando morfologia elongada, estrellada e
irregular, con gran namero de microplicas y oquedades en su superficie (figura
96).

Figura 93. Piel artificial (M.E.B) donde se aprecia n la dermis con los fibroblastos

inmersos en un reticulo de fibrina a los diez dias (escala 100 pm).
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Figura 94. Piel artificial (M.E.B) donde se aprecia n la dermis con los fibroblastos
inmersos en un reticulo de fibrina a los veinte dia s (escala 200 pum).

Figura 95. Piel artificial (M.E.B) donde se aprecia n las células epiteliales que recubren la
superficie del constructo a los treinta dias (escal a 100 pm).
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Figura 96. Piel artificial (M.E.B) donde se aprecia n las células epiteliales que recubren la
superficie del constructo a los cuarenta dias (esca  la 200 pm).
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4

EVALUACION

INMUNOFLUORESCENCIA
SUSTITUTOS DE PIEL DE ESPESOR
COMPLETO

DE

POR
LOS

El anadlisis de la expresion de citoqueratinas (pancitoqueratina, citoqueratina 1 y
citoqueratina 10), filagrina e involucrina de los controles de piel humana normal y los
sustitutos de piel obtenidos en el laboratorio, nos permiti6 determinar un patron
especifico de expresién de estas proteinas para cada tipo de muestra, tal como se
describira a continuacion. El resultado global de los analisis de inmunofluorescencia
llevados a cabo en esta Tesis Doctoral se muestra esquematicamente en la tabla 5 y
en la figura 97.

Pancitoquerating CK1 CK10 Involucrinas|  Filagrinas

Control| +(B) +++(E) +++(E apical +++(Eapical +++(E) | ++(G)interfase
+(G) +++(C) +++(G) +++(G) +++(G) ++(C)

+++(C) +++(C) +(C)

20 dias - ++(G) ++(C) - - +(C)
30 dias - ++(G) +++(C) - ++(C) ++(C)
40 dias| ++(E) +(G) | ++(E) ++(G) | ++(G) ++(C) | +(E) +(G)| ++(G)
+++(C) +++(C) +++(C) ++(C)

Tabla 5. Expresion de citoqueratinas, involucrina 'y
artificial implantada en el modelo animal durante v

(B) expresion en la capa basal del epitelio; (E) ex
en capa granulosa; (C) expresion en capa cornea. (-

filagrina en piel humana control y piel
einte, treintay cuarenta dias.

presidn en capa espinosa (G) expresion

positiva, (++) positiva, (+++) fuertemente positiv = a.

) Nula expresién, (+) levemente
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Figura 97. Analisis de inmunofluorescencia para pan  citoqueratina, CK 1, CK 10,
involucrina y filagrina en muestras de piel normal y de piel artificial implantada en el
ratén inmunodeficiente (sefial verde-FITC o roja Cy3 ). La sefial azul corresponde a los

nacleos celulares contratefiidos con DAPI (200x)
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4.1 PANCITOQUERATINA

e En primer lugar, el analisis de las muestras control de piel humana normal
mostrd la presencia de niveles intensos de expresion en todo el espesor de la
epidermis, siendo ésta levemente positiva en los estratos basal y granuloso y
fuertemente positiva en los estratos espinoso y cérneo (figura 98).

* Alos veinte y treinta dias postimplante del sustituto de piel humana en el raton,
se observa nula expresion de las citoqueratinas reconocidas por el anticuerpo
especifico en todos los estratos de la piel (figura 99 y 100).

* Sin embargo, a los cuarenta dias del implante en el animal de experimentacion,
se aprecia una expresion suprabasal de las citoqueratinas reconocidas por este
anticuerpo, la cual es intensa en el estrato espinoso y muy intensa en el estrato
corneo (figura 101).

Figura 98. Analisis de inmunofluorescencia para Pan  citoqueratina en muestras de piel
humana control (sefial verde-FITC). La sefial azul co  rresponde a los ndcleos celulares
contratefiidos con DAPI (100x a la izquierday 40x a  la derecha)
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Figura 99. Analisis de inmunofluorescencia para Pan  citoqueratina en muestras de piel
artificial implantada durante veinte dias en elrat  6n inmunodeficiente (sefial verde-FITC).
La sefial azul corresponde a los nacleos celulares ¢ ontratefiidos con DAPI (200x).

Figura 100. Analisis de inmunofluorescencia para Pa  ncitoqueratina en muestras de piel
artificial implantada durante treinta dias en elra  ton inmunodeficiente (sefial verde-FITC).
La sefial azul corresponde a los nucleos celulares ¢ ontratefiidos con DAPI (200x).
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Figura 101. Andlisis de inmunofluorescencia para Pa  ncitoqueratina en muestras de piel
artificial implantada durante cuarenta dias en elr  atén inmunodeficiente (sefial verde-
FITC). La sefal azul corresponde a los nucleos celu  lares contratefiidos con DAPI (200x)

140



Resultados

4.2 Citoqueratina 1 (CK1)

* El andlisis de expresion de citoqueratina 1 en las muestras de piel humana
control mostré una expresion fuertemente positiva del anticuerpo anti-CK1 para
las capas mas apicales de la epidermis, incluyendo los estratos coérneo,
granuloso y la mayor parte del estrato espinoso (figura 102).

 En las muestras artificiales implantadas en el ratdbn durante diez dias, se
observa expresion positiva de esta citoqueratina en las capas mas apicales del
tejido, siendo negativa su expresion en las capas mas basales (figura 103).

* En veinte dias se observa una expresion positiva para los estratos granuloso y
corneo (figura 104)

* Entreinta dias la expresion de la CK 1 fue positiva a nivel de estrato granuloso
y muy positiva a nivel del estrato cérneo (figura 105).

* Por ultimo, para el dia cuarenta postimplantacion existe una expresion muy
intensa en estrato corneo e intensa para los estratos granuloso y espinoso
(figura 106).

Figura 102. Andlisis de inmunofluorescencia para ci  toqueratina 1 en muestras de piel
humana control (sefial roja-Cy3). La sefial azul corr  esponde a los nucleos celulares
contratefiidos con DAPI (200x a la izquierday 400x  a la derecha)
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Figura 103. Andlisis de inmunofluorescencia para ci  toqueratina 1 en muestras de piel
artificial implantada durante diez dias en el raton inmunodeficiente (sefial roja-Cy3). La
sefal azul corresponde a los nacleos celulares cont ratefiidos con DAPI (400x)

Figura 104. Analisis de inmunofluorescencia paraci  toqueratina 1 en muestras de piel
artificial implantada durante veinte dias en elrat  6n inmunodeficiente (sefial roja-Cy3). La
sefal azul corresponde a los nucleos celulares cont ratefidos con DAPI (400x)
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Figura 105. Analisis de inmunofluorescencia paraci  toqueratina 1 en muestras de piel
artificial implantada durante treinta dias en el ra  tén inmunodeficiente (sefial roja-Cy3). La
sefial azul corresponde a los nucleos celulares cont ratefiidos con DAPI (400x)

Figura 106. Analisis de inmunofluorescencia paraci  toqueratina 1 en muestras de piel
artificial implantada durante cuarenta dias en el r  atén inmunodeficiente (sefial roja-Cy3).
La sefial azul corresponde a los nucleos celulares ¢ ontratefiidos con DAPI (400x)
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4.3 Citoqueratina 10 (CK10)

El analisis de expresion de citoqueratina 10 en las muestras de piel humana control
mostré una expresion fuertemente positiva del anticuerpo anti-CK10 para las capas
mas apicales de la epidermis, incluyendo los estratos cdérneo, granuloso y la mayor
parte del estrato espinoso (figura 107).

A los veinte y treinta dias postimplante del sustituto de piel humana en el ratén, se
observa nula expresion de las citoqueratinas reconocidas por el anticuerpo especifico
en todos los estratos de la piel (figura 108 y 109).

En cuarenta dias tras el implante de la piel artificial en el raton, la expresion de la
CK10 fue positiva a nivel de los estratos granuloso y corneo (figura 110).

Figura 107. Analisis de inmunofluorescencia paraci  toqueratina 10 en muestras de piel
humana normal (control)(sefial verde-FITC). La sefial  azul corresponde a los nucleos
celulares contratefiidos con DAPI (200x a la izquier  da y 400x a la derecha)

Figura 108. Analisis de inmunofluorescencia paraci  toqueratina 10 en muestras de piel
artificial implantada durante veinte dias en elrat  6n inmunodeficiente (sefial verde-FITC).
La sefial azul corresponde a los nucleos celulares ¢ ontratefiidos con DAPI (200x)
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Figura 109. Andlisis de inmunofluorescencia para ci  toqueratina 10 en muestras de piel
artificial implantada durante treinta dias en elra  ton inmunodeficiente (sefial verde-FITC).
La sefial azul corresponde a los nacleos celulares ¢ ontratefiidos con DAPI (200x)

Figura 110. Andlisis de inmunofluorescencia para ci  toqueratina 10 en muestras de piel
artificial implantada durante cuarenta dias en elr  atén inmunodeficiente (sefal verde-
FITC). La sefal azul corresponde a los nucleos celu  lares contratefiidos con DAPI (200x)
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4.4 INVOLUCRINA

En el caso del control de piel humana normal, la inmunofluorescencia para involucrina
mostro expresion fuertemente positiva para los estratos espinoso y granuloso, siendo
levemente positiva en el estrato corneo (figura 111).

A los veinte dias tras el injerto, se observa que no existe expresion de involucrina en
ninguna de las capas del epitelio implantado (figura 112).

Para el dia treinta tras el implante, se aprecio una expresion positiva a nivel del estrato
corneo (figura 113)

A los cuarenta dias, sin embargo, la expresion de involucrina fue intensamente
positiva a nivel de estrato corneo, siendo muy escasa la expresion en el resto de
estratos del epitelio (figura 114).

Figura 111. Analisis de inmunofluorescencia para in  volucrina en muestras de piel
humana normal (control)(sefial verde-FITC). La sefial  azul corresponde a los nucleos
celulares contratefiidos con DAPI (100x izquierda y 400x derecha)
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Figura 112. Andlisis de inmunofluorescencia parai  nvolucrina en muestras de piel
artificial implantada durante veinte dias en el rat  6n inmunodeficiente (sefial verde-FITC).
La sefial azul corresponde a los nucleos celulares ¢ ontratefiidos con DAPI (200x)

Figura 113. Andlisis de inmunofluorescencia parai  nvolucrina en muestras de piel
artificial implantada durante treinta dias en el ra  tén inmunodeficiente (sefial verde-FITC).
La sefial azul corresponde a los nacleos celulares ¢ ontratefiidos con DAPI (200x)
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Figura 114. Andlisis de inmunofluorescencia parai  nvolucrina en muestras de piel
artificial implantada durante cuarenta dias en el r  atén inmunodeficiente (sefial verde-
FITC). La sefial azul corresponde a los nacleos celu  lares contratefiidos con DAPI (200x)
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4.5 FILAGRINA

Cuando se evalu6 la expresion de filagrina en el epitelio de la piel humana utilizada
como control , se comprobd que la piel normal expresa esta proteina a nivel de la
interfase entre los estratos granuloso y corneo (figura 115).

A los diez dias del implante, se observd expresion levemente positiva de filagrina a
nivel del estrato mas apical del epitelio (figura 116).

A los veinte dias , se observo un leve aumento de la expresion de filagrina a nivel del
estrato mas apical del epitelio (figura 117).

En treinta dias , la expresion de la filagrina se fue haciendo cada vez mas positiva a
nivel de estrato cérneo (figura 118)

Finalmente, la evaluacién del constructo a los cuarenta dias mostrd6 una clara
expresion positiva de esta proteina en los estratos granuloso y corneo (figura 119).

Figura 115. Andlisis de inmunofluorescencia paraf  ilagrina en muestras de piel humana
normal (control) (sefial verde-FITC). La sefial azul  corresponde a los nucleos celulares
contratefiidos con DAPI (400x derecha)
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Figura 116. Analisis de inmunofluorescencia paraf ilagrina en muestras de piel artificial
implantada durante diez dias en el raton inmunodefi  ciente (sefial verde-FITC). La sefial
azul corresponde a los nucleos celulares contratefii dos con DAPI (200x)

Figura 117. Analisis de inmunofluorescencia para fi lagrina en muestras de piel artificial
implantada durante veinte dias en el ratén inmunode ficiente (sefal verde-FITC). La sefial
azul corresponde a los nucleos celulares contratefii dos con DAPI (400x)

150



Resultados

Figura 118. Analisis de inmunofluorescencia para fi lagrina en muestras de piel artificial
implantada durante treinta dias en el raton inmunod  eficiente (sefial verde-FITC). La sefal
azul corresponde a los nucleos celulares contratefii dos con DAPI (400x)

Figura 119. Analisis de inmunofluorescencia para fi lagrina en muestras de piel artificial
implantada durante cuarenta dias en el ratén inmuno  deficiente (sefial verde-FITC). La
sefial azul corresponde a los nucleos celulares cont ratefiidos con DAPI (200x)
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DISCUSION

La reparacion de los tejidos no es una disciplina marginal en el ambito de la
investigacion médica. Casi todas las enfermedades albergan durante su evolucién
procesos de reparacion tisular. Cuando un tejido recibe una agresion sea ésta de
naturaleza traumatica, isquémica, toxica, 0 autoinmune se ponen en marcha una serie
de mecanismos de autodefensa que en conjunto integran la reparacion tisular y que
tienen como objetivo restaurar la integridad del tejido lesionado (Clark, 1996; Bennet y
Schultz, 1993b; Hartmann, 1999; Martin, 1997)

El encontrar alternativas terapéuticas que estimulen los procesos de reparacion de la
piel adquiere una singular importancia para la superacion de multiples patologias. El
avance en el conocimiento de los eventos moleculares y celulares que acontecen en la
cicatrizacion de las heridas, tiene mucha mas relevancia de lo que “a priori” podemos
sospechar y es que la reparacion de una herida presenta multiples similitudes
biolégicas (proliferacion masiva de diferentes estirpes celulares, sintesis y deposito de
proteinas de la matriz, neoangiogénesis, liberacion explosiva de factores de
crecimiento, etc) con numerosas patologias, como por ejemplo el cancer (Martin, 1997;
Zimmerman y cols., 2000; Grant y cols., 1987, 1992). Por otro lado, el avance en el
conocimiento cientifico de la reparacion de las lesiones cutaneas puede ser de utilidad
para el progreso en las soluciones terapéuticas de otras enfermedades de la piel
(Martin, 1997, Slavin, 1996).

 La cicatrizacion de las heridas , supone un eslabén basico en el proceso curativo y
la recuperacion plena del estado de salud del paciente. El aumento de la edad media
de la poblacion, el auge experimentado por distintos procedimientos quirdrgicos en
nuestros dias, el mayor nimero de lesiones traumaticas accidentales y/o deportivas y
la incidencia creciente de determinados estados patoldgicos, hacen que una adecuada
cicatrizacion de las heridas de la piel sea clave en el desarrollo favorable de numerosos
cuadros patolégicos (Clark, 1996; Bennet y Schultz, 1993b; Leibovich y Ross, 1975).

Una herida supone una pérdida de la barrera fisica que protege a los tejidos de la
invasion de gérmenes y permite la pérdida de fluidos vitales, que puede ser dramética
en los casos de pacientes con quemaduras. Se han descrito un gran numero de
complicaciones médicas o quirldrgicas que pueden ser atribuidas a deficiencias en la
cicatrizacion de las heridas, existiendo un amplio abanico de enfermedades y entidades
patologicas (insuficiencia venosa periférica, isquemia arterial, diabetes, céncer,
inmunodepresion), que influyen de forma negativa sobre la reparacion de las heridas,
siendo la causa de una parte importante de la morbilidad e indirectamente, de la
mortalidad, que encontramos a nivel hospitalario (Leibovich y Ross, 1975; Saulis y
Mustoe, 2001).

La cicatrizacion de heridas esta bien caracterizada a nivel microscopico, pero no asi a
nivel de la biologia celular y molecular. Constituye un complejo proceso biolégico que
comprende la integracion de diversos estadios tales como, la inflamacion, la
quimiotaxis y division celular, la angiogénesis, la sintesis de las proteinas de la matriz
extracelular, la contraccién de la herida y la remodelacién de la cicatriz (Bennet y
Schultz, 1993a; Bennet y Schultz, 1993b). En las heridas que cicatrizan por segunda
intencién conforme avanza la reparacion disminuye la superficie del area lesional. Hay
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tres procesos biolégicos que evolucionan en paralelo y que al asociarse verifican este
hallazgo morfologico: los fendmenos de contraccion de la herida, la reepitelizacion y la
neoformacion dérmica (Saulis y Mustoe, 2001).

La contraccion de la herida reduce la superficie de la herida considerablemente, y
conduce a que la zona de reparacion incompleta se mantenga lo mas reducida
posible. Constituye un mecanismo de defensa rapida que se pone en marcha para
favorecer el rapido cierre de la herida y evitar infecciones (Clark, 1996; Desmouliére
y cols., 1993; Berry y cols., 1998).

La retraccion de las fibras colagenas solo desempefia un papel secundario en la
contraccion de la herida. Los fibroblastos del tejido de granulacion tienen una
intervencion mucho mas decisiva en la contraccion, pues ya en la fase de
remodelacion, una vez finalizan sus actividades de secrecion se transforman en
parte en fibrocitos (estado de reposo) y en parte en miofibroblastos, que al igual que
las células musculares lisas contienen diversas proteinas musculares con
capacidad para generar fuerzas contractiles (Clark, 1996) que hagan posible la
contraccion de la herida (Berry y cols., 1998; Desmouliere y cols., 1993). Esta
conversion es activada por factores de crecimiento tales como TGF-1 (Desmouliere
y cols., 1993) y sefiales mecanicas relacionadas con las fuerzas que resisten la
contraccion (Martin, 1997). Al contraerse los miofibroblastos, provocan que se
tensen al mismo tiempo las fibras colagenas. El tejido cicatricial se retrae y de ese
modo se astringe el tejido epitelial desde los bordes de la herida (Hartmann, 1999).
Después del cierre de la herida los miofibroblastos revierten a una forma quiescente
0 desarrollan apoptosis y desaparecen.

El aparato de microfilamentos de los miofibroblastos contiene proteinas con
propiedades contractiles: actina, miosina, y especialmente una isoforma de la actina
tipica de las células musculares lisas que se localizan en las paredes vasculares (-
actina de mauasculo liso; a-SMA). Sobre todo esta ultima es clave para la
identificacion de la estirpe miofibroblastica, constituyendo su mas relevante
marcador (El-Ghalbzouri y cols., 2004).

La contraccion de una herida es un viejo recurso como mecanismo de supervivencia
en la evolucién de los animales. El proceso biologico de la contraccion de una
herida esta muy extendido en los vertebrados superiores. La contraccion del area
lesional también ocurre en heridas humanas, pero tiene un menor impacto en
comparacion con lo que ocurre con otros mamiferos. En los mamiferos, la reduccion
de hasta un 90% del area lesional expuesta, se verifica gracias a los fendbmenos de
contraccion de la herida, en cambio la contribucion de estos fendmenos en las
heridas humanas alcanza solo entre el 25% y el 50 % (Garlick y Taichman, 1994;
Kidd y cols., 1971).

La cicatrizacion de heridas se realiza gracias a la formacion de tejido de granulacion
y a la reepitelizacion (Slavin, 1996). La epitelizacion cierra el ciclo de regeneracion
de la herida y esta intimamente ligada con la formacion del tejido de granulacion. El
tejido granular, puede ser descrito como una primitiva y transitoria unidad histica
que cierra “definitivamente” la herida y sirve de “lecho” para la sucesiva
epitelizacion. La denominacién de “granulacion ” fue introducida por Billroth en
1865, y tal definicion obedece, a que durante el desarrollo del tejido pueden
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visualizarse en la superficie pequefios granulos rosados y vitreotransparentes
(Hartmann, 1999).

Del tejido granular parten las sefiales quimiotacticas mas relevantes, (factor de
crecimiento queratinocitico, KGF), que actiuan sobre los queratinocitos para que se
inicie la migracién de las células epiteliales desde los bordes de la herida (Nanney,
1990). Ademas la migracion del epitelio de los bordes de la herida depende del
tejido granular, ya que los epitelios no descienden, sino que necesitan una
superficie deslizante lisa y humeda (Hartmann, 1999).

La neoformacion dérmica es pieza clave en la reparacion de las heridas con el fin
de alcanzar la reconstitucion del area dafiada y de volver a rellenar la zona
defectuosa mediante el tejido granular. Como expusimos en los resultados en las
heridas tratadas el tejido neoformado obtenido presentaba abundante celularidad
(Risau, 1997; Clark y cols., 1996; Fisher y cols., 1994).

La reepitelizacion se origina a partir de los apéndices de epidermis residual y de los
epitelios de los margenes laterales de la herida (Hartmann, 1999). Es un importante
evento en el devenir de la cicatrizacion ya que involucra la proliferacion y migracion
queratinocitica destinada a cubrir el tejido dérmico expuesto, e incorpora la
restauracion de una nueva membrana basal que gracias a sus caracteristicas
biomecanicas y estructurales proporciona la estabilidad necesaria para que el tejido
cicatricial cumpla en lo sucesivo con los cometidos biolégicos que se le asignen
(Hartmann, 1999; Garlick y Taichman, 1994; Kidd y cols., 1971).

» La cicatrizaciéon hipertréfica ocurre de forma caracteristica cuando acontece una
herida de espesor completo con una respuesta cicatricial alterada. El desarrollo de esta
reparacion anormal se ha asociado con un prolongado periodo entre la lesion y la
reepitelizacion. Si la formacion de un adecuado tejido dérmico se demora una de las
consecuencias es un resultado patolégico cicatricial que puede favorecer la aparicion
del queloide (Butler y cols., 2008; Robles y cols., 2007; Berman y cols., 2008).

El proceso de cicatrizacion alcanza especial significado en relacion con la cirugia
reparadora refiriendonos a patologias de la piel como las quemaduras, a las Ulceras por
decubito y/6 vasculares por su frecuencia y por el gran impacto sanitario y
socioecondmico que acarrean sus potenciales secuelas (Morris y cols., 1989; Jones y
cols., 2007). La mayor edad media de la poblacion con una mayor prevalencia de
ciertas enfermedades cronicas especificas y el encamamiento prolongado, ha
disparado la incidencia de Ulceras por decubito. Lo mismo ha ocurrido con las Ulceras
vasculares. La insuficiencia venosa cronica acompafada de lesion cutanea asociada
afecta a un 2% de la poblacion, y la arteriosclerosis como enfermedad arterial oclusiva
puede complicarse en un 5-10% con ulceraciones (Cairols, 2002).

El coste de estas afecciones es extraordinario para los sistemas de salud. Conseguir
una reparacion rapida y eficaz que permita integrar sin gran demora al paciente afecto
de este tipo de heridas a su estado funcional previo, sobre todo en el contexto de
determinadas patologias, sigue siendo una encrucijada sin resolver en la practica
médica (Jones y cols., 2007).

Los tratamientos de estas lesiones que cicatrizan por segunda intencion, a nivel local,
se han basado en el uso de diferentes apdositos biologicos 0 sintéticos casi siempre de
tipo oclusivo con una accién especifica para las Ulceras dependiendo de la fase en que
se encuentren (necrgtica, con esfacelos, con tejido de granulacion 6 en fase de
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epitelizacion), y de que fueran mas o menos exudativas, con resultados dispares en
cuanto al resultado cicatricial. En los ultimos afios se han utilizado en clinica tanto geles
(Regranex®) para mejorar la cicatrizacién, como factores de crecimiento, terapia génica
y sucedaneos de la piel (Apligraf®) con células incorporadas en una matriz para tratar
Ulceras diabéticas y venosas (Veves y cols., 2001; Harding y cols., 2002; Thomas y
Harding, 2002; Singer y Clark, 1999).

La epidermis cutanea ha sido el primer tejido vivo que ha podido ser reconstruido ex
vivo y asimismo utilizado para aplicaciones clinicas. Un desarrollo especial han
adquirido las técnicas de cultivos celulares para crear sustitutos de piel que han
evolucionado desde el uso inicial de sabanas de queratinocitos, hasta otros
compuestos de queratinocitos, fibroblastos o ambos en el tratamiento de heridas
agudas, croénicas, y quemaduras (Rue y cols., 1993; Otto y cols., 1995; Meana y cols.,
1998).

* La ingenieria tisular es una disciplina novedosa que permite desarrollar en el
laboratorio diferentes tejidos artificiales (lkada, 2006; Park y cols., 2008; Jayasinghe,
2008; Nolan, 2008). Existe una dilatada experiencia en la utilizacion clinica de laminas
de queratinocitos humanos y de piel de espesor total obtenida mediante ingenieria
tisular (Gallico y cols., 1984; Compton y cols., 1989; Munster y cols., 1990) expandidas
en cultivo a partir de una biopsia de piel; sin embargo, es poco conocida su forma de
produccion y son pocos investigadores los que tienen manejo de este tipo de cultivos,
ya que en Espafia tan solo existe un centro de cultivo de piel humana con fines
terapéuticos que se halla en Oviedo (Meanay cols., 1998; Llames y cols., 2006).

Uno de los retos futuros de la investigacion en este campo es sin duda el
mantenimiento de dicha viabilidad a lo largo del tiempo, de los subcultivos a utilizar y de
las condiciones de preservacion y conservacion de los cultivos para su uso futuro en
Ingenieria Tisular y en terapéutica (Alaminos y cols., 2006).

* En esta Tesis Doctoral, se han logrado optimizar protocolos para la generacion de
piel humana en el laboratorio, lo cual presenta una indudable utilidad clinica. Se tiene
como objetivo estudiar constructos de piel en heridas de espesor completo e
animales atimicos.

Los modelos de heridas excisionales de espesor completo realizados en animales de
laboratorio en nuestro trabajo de investigacion presentan ciertas ventajas respecto a los
estudios realizados sobre heridas de espesor parcial, ya que permiten el implante de
una piel artificial de espesor total, con lo cual se obtiene una adecuada cantidad de
tejido generado en laboratorio. Este tejido, al presentar espesor total, suele ser
suficiente para desarrollar los mudltiples estudios histolégicos, morfométricos e
inmunofluorescencia que se requieren para estudiar la calidad biol6gica del area
lesionada (Saulis y Mustoe, 2001). Ademas, los modelos de heridas de espesor
completo, al involucrar la epidermis y toda la region dérmica, favorecen el que la
reepitelizacion solo se realice desde los bordes de la herida y del tejido artificial
implantado y no del “pool” extra de células madre procedente de los remanentes de
foliculos pilosebaceos que encontrariamos en la dermis reticular que aparece
conservada en las heridas de espesor parcial. Por esta razon, si una herida de piel deja
intactos los foliculos pilosos, una gran contribucion a la cicatrizacion de la epidermis,
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deriva de los remanentes de esos foliculos pilosos. Estos actian como un corte normal
del borde epidérmico de la herida, y se extienden hacia fuera como islas crecientes
desde las cepas foliculares. Estas heridas parciales son capaces de precipitar una
proliferacion explosiva de células epidérmicas de gran potencial proliferativo cutaneo
procedentes tanto de los bordes como de los foliculos. Este estallido proliferativo
(Garlick y Taichman, 1994; Kidd y cols., 1971) ,aunque no es estrictamente requerido
para la reepitelizacion, provee de un “pool” celular extra para reemplazar aquellas
células perdidas durante la lesién (Martin, 1997). De hecho, la capacidad proliferativa
de un pequefio fragmento de piel del adulto es inmensa; como ejemplo, tenemos la
capacidad de los injertos aut6logos de cultivos de queratinocitos para recuperar
pacientes que han recibido quemaduras de espesor total en el 98% de su superficie
corporal (Compton y cols., 1989). De ahi que los excelentes resultados encontrados en
nuestro modelo sean solo a expensas de una hilera delantera de queratinocitos y
dermis constituida en base a un cultivo celular, sin recibir ninguna ayuda extra de
ninguna otra area lesional.

Nuestro modelo de herida en el dorso del raton atimico, también se ha utilizado cuando
se quieren obtener cicatrices de heridas que histolégicamente reproduzcan el aspecto
de las cicatrices hipertréficas, ya que el retraso en la reepitelizacion de la herida, como
resultado de una limitada contraccion de la misma, conduce a la larga al desarrollo de
una cantidad excesiva de tejido de granulacion y a una cicatriz hipertréfica después de
completarse la reepitelizacion.

* En primer lugar, hemos conseguido cultivar en el laboratorio los dos tipos principales
de células que constituyen la piel, los fibroblastos y los queratinocitos . Estos cultivos
se establecieron a partir de pequefias biopsias extraidas con anestesia local. Esta
metodologia es técnicamente sencilla y permite la obtencibn de un ndmero muy
elevado de células procedentes de un paciente, las cuales pueden ser utilizadas para
diferentes ensayos de tipo farmacol6gico, genético y toxicolégico, asi como para la
ingenieria tisular.

» EIl cultivo primario de queratinocitos y fibroblastos se analiz6 mediante
microscopia de contraste de fases donde se observo que en el caso de los
queratinocitos  presentaban un crecimiento mas lento que los fibroblastos,
observandose pequefias colonias en la primera semana y que crecieron hasta
hacerse confluentes en la tercera semana. Estos queratinocitos presentan alta
actividad metabdlica intracelular ya que presentan un citoplasma rico en reticulo
endoplasmico de consistencia hialina y un nucleo voluminoso con hasta tres
nucleolos. En dichos queratinocitos también se puede observar la presencia de
uniones intercelulares.

» En el cultivo primario de fibroblastos se observo que a partir de las 48 horas
comenzaron a crecer y que también presentaban un alto metabolismo celular por
la presencia de abundantes nucleolos y formacién de largas prolongaciones que
a partir del 7° dia se convirtieron en una masa de células fusiformes alcanzando
la confluencia. En este contexto, nuestros cultivos de fibroblastos demostraron
una elevada tasa de proliferacion y un rapido crecimiento en medios de cultivo
exentos de factores de crecimiento. Estos resultados coinciden con los datos
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publicados por otros investigadores (Orwin y Hubel, 2000; Teixeira y cols., 2004;
Alaminos y cols., 2007, Sdnchez Quevedo y cols., 2007).

» Una vez obtenidas las células a utilizar en la construccién de nuestro modelo de piel
artificial, se procedio a la construccion de dicha piel utilizando un soporte estromal
compuesto por fibrina y agarosa . En relacion con los soportes, diferentes autores han
utilizado diversos materiales para la construccion de tejidos en el laboratorio,
destacando los geles de quitosan, agarosa, colageno y fibrina (Meana y cols., 1998;
Schoop y cols., 1999; Bach y cols., 2001; Chinnathambi y cols., 2003; Llames y cols.,
2004, 2006; Isenberg y cols., 2006; Peretti y cols., 2006; Talbot y cols., 2006; Alaminos
y cols., 2006). Sin embargo, la mayoria de estos soportes mostraron niveles muy bajos
de resistencia mecanica. En esta Tesis Doctoral, hemos utilizado un soporte mixto
compuesto por una mezcla de fibrina y de agarosa al 0.1 %, el cual nos permitid
generar sustitutos dérmicos con elevados indices de consistencia. La utilizacién de
fibrina tiene una ventaja adicional y es que, al proceder del plasma sanguineo,
incorpora numerosas citoquinas y factores de crecimiento que facilitan la generacién de
un excelente micromedioambiente que potencia la proliferacion y el desarrollo de las
células a utilizar en el constructo. En nuestro caso, el soporte de fibrina-agarosa
permiti6 el desarrollo adecuado del epitelio de la piel, desde un punto de vista
histolégico.

» Por otro lado, en este trabajo utilizamos una técnica de cultivo secuencial  sobre
una membrana porosa disponible comercialmente (Reichl y Muller-Goymann, 2003).
Este sistema se utiliz6 por un doble motivo. En primer lugar, porque la membrana
porosa permite el paso de nutrientes desde el medio de cultivo al tejido en
construccion. En segundo lugar, porque el disefio de este dispositivo permite utilizar
una técnica de cultivo aire-liquido, lo cual estimula la estratificacion del epitelio
localizado sobre el sustituto estromal. Diferentes autores han utilizado dispositivos con
membranas porosas de distintas variedades en protocolos de Ingenieria Tisular para la
construccion de diversos tejidos (Richard y cols., 1991; Geroski y Hadley, 1992;
Casasco y cols., 2001; Limat y cols., 2003; Izumi y cols., 2003; Reichl y cols., 2004).

* Una vez seleccionado el sustrato estromal mas apropiado, es importante evaluar
histoldgicamente el tejido artificial formado tanto ex vivo como in vivo.

1. En primer lugar, con la evaluacion ex vivo del sustituto de piel artificial pudimos
observar que en la primera semana ya existia una capa de queratinocitos sobre la
superficie del sustituto estromal y que con el paso del tiempo aparecia una capa
mas de queratinocitos cada semana aproximadamente, por lo que en la cuarta
semana se alcanzaban un total de 3 a 4 hileras. En cuanto a los fibroblastos se
hall6 un gran nimero en las distintas etapas y cada vez un contenido mayor en
material fibrilar extracelular. No se observaron papilas, anejos cutaneos ni estrato
corneo. Estos resultados son similares a los obtenidos anteriormente por nuestro
grupo de investigacion en la elaboracion de mucosa oral y cOrnea mediante
ingenieria tisular (Alaminos, 2006, 2007; Sanchez-Quevedo, 2007).

2. En segundo lugar, la evaluacion in vivo del sustituto estromal tras el implante del
constructo en el dorso de los ratones atimicos inmunodeprimidos como se detalla
en el apartado Material y Métodos de esta Tesis Doctoral, desde un punto de vista
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clinico, nuestra linea de investigacion refleja un buen indice de reepitelizacion en las
heridas en la espalda de los ratones atimicos en donde se colocaron los constructos
de piel artificial humana, por lo que se observo una gran rapidez del proceso de
cicatrizacion en el ratén atimico, que ya en el dia seis se ha formado una costra y
tejido de granulacion, hasta llegar al dia veinte en el que apenas se aprecian unos
milimetros de herida. De ahi que nuestros excepcionales resultados en cuanto a la
reepitelizacion del defecto de forma directa con la colocacion de la piel artificial en el
defecto cutaneo del animal, impliquen un acelerado desarrollo de un tejido dérmico
y epidérmico neoformado bien estructurado, que supone un indicio de la excelente
calidad biol6gica de la reparacion. Con todo ello, la nueva piel formada esta
correctamente biointegrada en la piel del animal y no se apreciaron signos de
infeccién, hematoma ni otras complicaciones.

Ademas, en este trabajo hemos estudiado nuestro material in vivo con microscopia
Optica y microscopia electronica de transmision y de barrido. Nuestros resultados
revelan que, en general, la piel generada en el laboratorio por Ingenieria Tisular
muestra gran similitud estructural y ultraestructural con la piel humana nativa ortotipica.

* Mediante microscopia 6ptica y con microscopia electronica de transmision es posible
observar la presencia de un epitelio de 3 a 5 capas de queratinocitos a los diez dias del
implante de cultivo sobre el sustituto estromal, asi como la presencia de abundantes
granulos y filamentos de queratina en el interior de los queratinocitos. En la dermis
inicialmente se hall6 un infiltrado leucocitario, probablemente por la presencia de la
agarosa, que, segun otros autores (Cadic-Amadeuf CM y cols., 1992), se podria
comportar como un cuerpo extrafio. Dichos autores obtuvieron resultados similares con
la aplicacion de agarosa implantada en células adrenales, donde se observd un
infiltrado leucocitario compuesto por células T CD4 y CDS8, asi como macrofagos
activados (Cadic-Amadeuf CM y cols., 1992). También encontramos abundantes
fibroblastos que se hallan formando un material fibrilar extracelular ain desorganizado.
Todo ello, signos de un tejido cutaneo que se halla en proceso de proliferacion activa.
El analisis de los tejidos implantados a largo plazo en el raton de laboratorio, demostré
gue este infiltrado tenia caracter transitorio.

Por otra parte, hemos de destacar la presencia de abundantes vasos sanguineos
desde estadios muy precoces de la implantacion del constructo. Lo cuales son
necesarios para el prendimiento y nutricion del constructo, y son indicativos de la
excelente integracion del constructo de piel artificial en la piel del animal.

» Usando microscopia electronica de barrido se pone de relieve que dicho
recubrimiento epitelial es incompleto, y que éste sblo se produce a partir de los veinte
dias tras el implante del constructo. Los datos microscopicos ponen asimismo de
relieve que durante los veinte primeros dias tras el implante, las células, presentan un
alto grado de indiferenciacion, puesto que con microscopia electronica de barrido, no
ofrecen caracteristicas microscopicas de diferenciacion queratinocitica, mostrando
patrones de superficie tipo | similares a los observados en mucosa oral. La existencia
de microvellosidades y de un patron superficial tipo | ha sido relacionado en los tanto
en queratinocitos de la piel como en queratinocitos de mucosa oral con un bajo grado
de diferenciacion (Moreu y cols., 1993; Sanchez-Quevedo y cols., 1994; Dourov, 1984;
Kullaa-Mikkonen, 1986, 1987).
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Los trabajos de Hodgkin (Hodgkin y cols., 1978) y de Southgate (Southgate y cols.,
1987) demostraron que las células de los estratos mas inferiores de los epitelios
estratificados de mucosa oral, asi como los queratinocitos en cultivos primarios,
presentaban microvellosidades en su superficie, esto es, un patron tipo | como el que
presentan las células que recubren nuestros constructos durante los diez primeros
dias. En el transcurso de los veinte y treinta dias, aumenta el nUmero de estratos de
queratinocitos entre seis y nueve en el epitelio, comprobandose el progresivo
incremento y maduracion de los sistemas de unién y de las interdigitaciones. Dichos
sistemas de unidén son fundamentalmente de tipo adherente, especialmente maculas
adherentes o desmosomas, por lo que el sistema de cohesién estructural si esta bien
definido a los veinte dias tras el implante de la piel artificial. Todo ello sugiere que el
epitelio formado sobre las matrices de fibrina y agarosa es un epitelio inmaduro pero
con un elevado grado de cohesion intercelular, por lo que su funcionamiento podria ser
similar al de la piel.

La maduracion queratinocitica progresa asimismo de manera temporal. De este modo,
cuando el epitelio de nuestros tejidos artificiales alcanza mdultiples capas durante el
proceso de maduracién epitelial (epitelio estratificado) para el dia cuarenta tras el
implante, las células presentan patrones superficiales tipo Ill, esto es, patrones de
superficie con microplicas que se corresponden con estratos mas avanzados en el
proceso de queratinizacion de las células de la epidermis. Esto también ocurre en el
epitelio queratinizado de la mucosa oral (Dourov, 1984; Kullaa-Mikkonen, 1986, 1987,
Gonzalez Jaranay y cols., 1990; Moreu y cols., 1993; Sanchez-Quevedo y cols., 1994).

Por otro lado, en el estroma artificial se evidencia la actividad sintética de los
fibroblastos a medida que progresa el constructo de piel artificial, por lo que a lo largo
de los dias se apreciaron un numero cada vez mas abundante de fibras de colageno,
mientras que los filamentos de fibrina se iban degradando y en todo momento se
apreciaron restos de agarosa. El hallazgo de la formacion de fibras de colageno
organizadas en las distintas direcciones del espacio, la presencia de estratos muy bien
organizados de queratinocitos con abundantes desmosomas Yy prolongaciones
celulares, sugiere que el epitelio generado podria ser plenamente funcional, por lo que
podria presentar gran utilidad clinica.

Se observaron numerosas células endoteliales de capilares sanguineos en el
sustituto estromal, desde etapas muy tempranas desde su implante en el animal, lo
cual indica que el constructo habia prendido sobre el lecho cruento del raton y que
presentaba una nutricion eficaz, con una buena integracion en el mismo, sin signos de
rechazo, a valorar desde una perspectiva clinica.

« El resultado final del modelo, tras la evaluacién microscépica, permite comprobar que
la utilizacion de queratinocitos y fibroblastos obtenidos a partir de biopsias, de acuerdo
con el protocolo descrito en el apartado correspondiente, y la utilizacion de un sustituto
estromal de fibrina y agarosa, y del implante del constructo de piel obtenida mediante
ingenieria tisular, en el dorso de los animales de experimentacion, posibilita el
desarrollo de una piel artificial constituida por un epitelio con un alto grado de
diferenciacion y por un estroma estructuralmente apto para satisfacer las propiedades
mecanicas basicas que caracterizan a la piel. Demuestra ademas, una excelente
integracion en el modelo animal, desde un punto de vista clinico, comparado con otros
modelos.
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En este estudio demostramos que los sustitutos de piel a base de fibrina y agarosa se
integran adecuadamente en los tejidos receptores, y no producen ningun tipo de
reaccion adversa o respuesta inflamatoria.

» Aungue la evaluacion estructural y ultraestructural de nuestros tejidos nos permite
predecir el posible comportamiento clinico de los mismos, en este trabajo quisimos
caracterizar la expresion de los principales marcadores de funcién queratinocitica en
los constructos de piel humana generados en el laboratorio in vivo.

De este modo, mediante el estudio de perfiles de expresion de citoqueratinas |,
involucrinas y filagrinas en piel obtenida mediante ingenieria tisular en diferentes
estados de maduracion pudimos establecer la relacion entre los diferentes patrones de
diferenciacion morfoldgica encontrada en los tejidos y la expresion de diferentes grupos
de citoqueratinas, involucrinas y filagrinas relacionadas con el proceso de desarrollo de
dichos patrones de diferenciacibn morfolégica. Esta informaciébn nos permitid
comprender los procesos de desarrollo y maduracion de los tejidos obtenidos en el
laboratorio in vivo, asi como demostrar la funcionalidad de la piel obtenida mediante
ingenieria tisular comparada con la piel humana ortotipica.

De acuerdo con los resultados, el perfil de expresion de citoqueratinas, involucrinas y
filagrinas fue similar para la piel humana control y la piel artificial implantada in vivo,
aunque también se detectaron algunas diferencias.

En nuestro estudio destaca, la alta expresion de ciertas proteinas en los cinco grupos
de estudio, entre ellas la pancitoqueratina, citoqueratinas 1 y 10, involucrinas y
filagrinas sugiere que la expresion de diferentes grupos de marcadores es fundamental
para el desarrollo y la funcionalidad de los queratinocitos in vivo. Esto probablemente
guiere decir que existen grupos de citoqueratinas, involucrinas y filagrinas que son
basicamente necesarias para todos los tipos de epitelio en la piel humana y que se
expresan independientemente de las condiciones ambientales. Ademas, estas
proteinas fueron positivas tanto en la piel desarrollada in vivo con numerosas capas de
epitelio como en los controles de piel humana, lo cual sugiere que el funcionamiento de
la piel artificial podria asemejarse al de la piel nativa.

% Las citoqueratinas son polipéptidos fibrosos de tipo alfa con un diametro de 7—
11 nm. Son componentes importantes del citoesqueleto en casi todas las células
epiteliales, asi como en algunos tipos de células no epiteliales. Normalmente se
considera que las citoqueratinas son los marcadores mas ubicuos de la
diferenciacion epitelial y, hasta ahora, Moll ha numerado 20 tipos diferentes. Los
monomeros de citoqueratina estan ligados una a la otra por moléculas de
filagrina. Su funcion principal es la organizacion de la estructura tridimensional
interna de la célula (por ejemplo, forman parte de la envuelta nuclear y de los
sarcomeros), formando wuna barrera rigida que evita la entrada de
microorganismos. Esa misma barrera cumple la funcién vital de retener agua
dentro de las células. También participan en algunas uniones intercelulares
(desmosomas) (Moll y cols., 1982; Moll y cols., 1992).
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% En el caso de la pancitoqueratina , se trata de un complejo de citoqueratinas (5,
6, 8, 18, 10,1) y en nuestros resultados hallamos una expresion suprabasal muy
similar tanto en las muestras de piel artificial implantadas (in vivo) como en las
muestras de piel humana control. Tan solo se apreciaron diferencias a nivel del
estrato basal, en el que en la piel del constructo no expresaba sefial alguna,
mientras que la piel humana control mostraba una expresion levemente positiva.

% Por otro lado, la expresién de citoqueratinas 1 y 10 , importantes marcadores de
queratinizacion (Hansson y cols., 2001; Tomakidi y cols., 1998), representan
algunos de los primeros marcadores de la diferenciacion epidérmica (lvanyi y
cols., 1989; Moll y cols., 1982), siendo constituyentes de las laminas
suprabasales de la epidermis. Estas citoqueratinas estan incluidas dentro de las
citoqueratinas de alto peso molecular (34 E 12) junto con las citoqueratinas 5 y
14. La citoqueratina 1 (CK 1) es una proteina cuya expresion es reconocida por
el anticuerpo especifico suprabasal. Es una citoqueratina de 65 a 68 KDa, que se
expresa en epitelio escamoso queratinizado y es también un componente del
complejo receptor del kininbgeno en las células endoteliales. Es detectado por el
anticuerpo monoclonal 34bB4. La citoqueratina 10 (CK 10) es una citoqueratina
acidica de tipo | de tamafio intermedio, con una masa molecular de 56,5 kDa, y
gue se expresa en todas las células suprabasales simultaneamente con la CK 1,
estando ausente en las células basales. Juntas, la CK 1 y la CK 10 representan
algunos de los primeros marcadores de la diferenciacion epidérmica (lvanyi y
cols., 1989; Moll y cols., 1982). Se ha implicado a la CK 10 como marcador de las
células mas diferenciadas en los carcinomas de células escamosas (Maddox y
cols., 1999; Ivanyi y cols., 1989). En las muestras de piel implantadas en los
ratones atimicos la expresion de citoqueratinas 1 y 10, fue comparable a la
expresion existente en las muestras de piel control. Estas similitudes de la
pancitoqueratina y citoqueratina 1 y 10 con la piel humana control indica que la
piel artificial puede reproducir las caracteristicas funcionales del epitelio como
barrera protectora que permite respuesta rapida a diferentes estimulos, ya que
presentaba un estrato cérneo completo (Presland y cols., 2002).

% Por otra parte, las involucrinas son proteinas que se expresan en epidermis y en
carcinomas escamosos bien diferenciados y actian como sustrato de una
reaccion enzimatica catalizada por la transglutaminasa dando lugar a la formacién
del envoltorio queratinocitario. Las transglutaminasas son una familia de enzimas
dependientes del calcio que incluyen: las transglutaminasas tisulares como la de
localizacion epidérmica presente a nivel del estrato granuloso, la
transglutaminasa del foliculo piloso presente a nivel de la vaina folicular interna y
en la médula del tallo pilar y finalmente a la protransglutaminasa (factor XIlII)
(Kubilus y cols., 1990). Las involucrinas son unas proteinas citoplasmaticas de
120 KDa del estrato escamoso y granular relacionadas con la queratinizacion ,
que se expresa en epidermis de piel humana por lo que nos puede ayudar a
diferencial entre queratinocitos de piel artificial y los queratinocitos de la piel del
raton (Kubilus y cols., 1990). En el estudio realizado en esta Tesis Doctoral, si
observamos cierta diferencia entre la piel control humana, en la que hallamos
expresion de la proteina en estratos apicales del epitelio, y el sustituto de piel
obtenida por ingenieria tisular que, para el dia cuarenta tras el implante, tan solo
muestra una expresion de la proteina a nivel del estrato corneo, pero suficiente
para deducir que se trata de queratinocitos de piel humana.
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% La filagrina es una proteina que es primero sintetizada como un gran precursor
insoluble muy fosforilado, la cual contiene de 10-12 copias en tandem de 324
aminoacidos separados por cortas uniones peptidicas. Esta pro-filagrina (pro-
filagrina) se deposita como granulos de queratohialina y es desfosforilada y
proteoliticamente escindida durante su diferenciacion terminal. Por altimo, en el
estrato corneo superior, la filagrina es eventualmente degradada hacia
aminoacidos libres, los cuales mantienen la hidratacion epidérmica. La filagrina
humana ha mostrado un elevado y poco comun grado de polimorfismo. De hecho,
ésta consiste en una poblacion de moléculas muy heterogénea con diversos
tamafios, cargas y secuencia de aminoacidos. Por tanto, su punto isoeléctrico se
reporta en un rango entre 7,2 y 9,4. La filagrina es una proteina epidérmica que
une los filamentos intermedios de la queratina y promueve la formacion de
puentes disulfuros entre los filamentos intermedios durante la diferenciacion
terminal de la epidermis de los mamiferos, por lo que no se conoce la existencia
de filagrina fuera del tejido epitelial (Girbal y cols., 1993). Asi pues, podemos
concluir que las células que muestran expresion en el sustituto de piel artificial
son de caracter epitelial, con una expresion de dicha proteina muy similar al
control de piel humana y, ademés, es especificamente marcadora de tejido
epitelial humano, por lo que también nos ayuda a diferenciar entre epitelio de
origen humano del epitelio de ratén. En nuestro caso, al presentar expresion de la
proteina filagrina el epitelio, se puede deducir que éste es de origen humano.

Segun lo que acabamos de exponer, los perfiles de expresiébn de citoqueratinas
encontrados en los tejidos artificiales mostraron gran correlacion con las caracteristicas
estructurales de estos tejidos. De esta manera, los sustitutos evaluados in vivo
mostraron una organizacion histoldgica especifica a nivel de la union epitelio- estroma,
y no se formaron las estructuras histologicas denominadas papilas coriales ni crestas
epiteliales. Dichas estructuras cumplen una funcion importante en el mantenimiento de
los aportes de oxigeno y nutrientes del estroma hacia el epitelio (Tsukinoki y cols.,
2007). En otros estudios, como por ejemplo en el desarrollo de mucosa oral por
ingenieria tisular (Alaminos, 2007; Sanchez-Quevedo, 2007) y en coOrnea obtenida
mediante ingenieria tisular (Alaminos, 2006), el epitelio de las muestras implantadas en
ratones atimicos (in vivo) si presentaba papilas coriales y crestas epiteliales y esto es
debido probablemente porque se encuentra sometido a un ligero grado de hipoxia,
teniendo en cuenta la naturaleza avascular del epitelio. Por esta razén, este tipo de
muestra ha desarrollado estas estructuras a través de interdigitaciones del epitelio
hacia el estroma que permiten la nutricion y la oxigenacion del epitelio. De esta
manera, podemos deducir que las muestras desarrolladas en el laboratorio y sometidas
a técnicas de cultivo en inmersion, la cual permite a las células epiteliales obtener
oxigeno y nutrientes facil y directamente del medio de cultivo, no necesitarian
desarrollar estructuras como las crestas epiteliales y las papilas coriales. Del mismo
modo, en las muestras analizadas en nuestro modelo experimental in vivo no se hallan
estas estructuras a nivel dermoepidérmico, probablemente porque no se produjo este
déficit de nutricion y oxigenacién del epitelio, por el importante aporte vascular
proveniente de un expandido tejido endotelial, que se apreciaba desde estadios
precoces como se comentod previamente.
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En resumen, en este trabajo hemos realizado un estudio profundo de la piel artificial
humana generada mediante Ingenieria Tisular utilizando biomateriales de fibrina y
agarosa, desde la seleccion de las células a utilizar para su fabricacion, pasando por el
analisis de su comportamiento in vitro, hasta un control de calidad de los tejidos
implantados en ratones atimicos. Para esto, fue necesario desarrollar diversas técnicas
microscépicas y de inmunofluorescencia que nos permitieron evaluar factores tan
importantes como la proliferacion celular, la existencia de patrones morfologicos de
diferenciacion, la expresion de citoqueratinas, involucrinas y filagrinas, la angiogénesis
y la integracién con tejidos del organismo receptor.

En su conjunto, todos estos resultados demuestran que la piel artificial obtenida
mediante técnicas de Ingenieria Tisular y matrices de fibrina y agarosa presenta
numerosas similitudes, en el epitelio y en el estroma, con la piel humana normal,
especialmente cuando ésta es implantada in vivo. Las diferentes pruebas realizadas
demuestran la progresiva formacion y maduracion del epitelio, uniones celulares y
matriz extracelular en los sustitutos de piel artificial obtenidos en el laboratorio.

De igual modo, la piel humana generada en esta Tesis Doctoral constituye un modelo
de gran utilidad potencial para llevar a cabo multitud de pruebas de laboratorio sobre
tejidos bioldgicos sin necesidad de utilizar animales de laboratorio. Esto incluye
pruebas de toxicidad de farmacos, pruebas genéticas y fisioldgicas, etc.

Por todo ello, creemos que nuestro modelo de piel artificial humana fabricado a partir
de fibrina y agarosa podria ser util en el tratamiento de diferentes patologias que
afectan la normalidad de la piel. Estudios posteriores determinaran la utilidad de estos
tejidos en la clinica humana.
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CONCLUSIONES:

1. La aplicacion de los métodos y técnicas descritos en esta Tesis Doctoral permitié
aislar y mantener en cultivo los principales tipos de células que constituyen la
piel humana: queratinocitos de la epidermis y fibroblastos de la dermis.

2. La utilizacion de biomateriales de fibrina y agarosa permitid elaborar en
laboratorio un sustituto eficiente de piel humana mediante técnicas de Ingenieria
Tisular. Estos sustitutos de la piel de espesor completo presentaban una
adecuada consistencia, ausencia de contraccion del sustituto estromal y una
elevada supervivencia de los fibroblastos y queratinocitos en el seno del mismo.

3. La evaluacion clinica del sustituto de piel humana obtenido mediante Ingenieria
Tisular en un modelo animal demostré la utilidad y la viabilidad de este tipo de
tejidos para la reparacion quirtrgica de grandes defectos cutaneos de espesor
completo. La piel generada en laboratorio mostré6 adecuados niveles de
biocompatibilidad con el receptor y ausencia de cualquier signo de rechazo,
dehiscencia o infeccién. Todos los animales mostraron la aparicion de tejido de
granulacion tras seis dias del implante, el cual dio paso a una cicatrizacion total
a partir del vigésimo dia.

4. La evaluacion histoldgica de la piel humana artificial implantada en un modelo
animal mediante microscopia Optica y microscopia electrénica de transmision y
de barrido, revel6 un alto grado de diferenciacion tisular de la piel implantada, la
cual mostré gran similitud con la piel humana nativa normal. Concretamente, la
estructura de los injertos de piel humana artificial fue muy similar a la de la piel
normal, existiendo multiples capas de células epiteliales organizadas en estratos
basal, espinoso, granuloso y cérneo, asi como un estroma rico en fibroblastos y
matriz extracelular, con abundantes fibras de colageno. De igual modo, desde el
décimo dia del implante se apreciaron numerosos vasos sanguineos
neoformados en el estroma del injerto de piel humana.

5. La evaluacion mediante inmunofluorescencia del sustituto de piel humana
obtenida mediante Ingenieria Tisular e implantado in vivo en un modelo animal
puso de manifiesto la expresion de numerosos marcadores de la piel humana
normal, destacando la expresion de citoqueratinas, involucrinas y filagrinas. Este
hecho sugiere que los sustitutos de la piel humana generados en laboratorio
podrian ser funcionalmente analogos a la piel humana normal y, por tanto, abren
la puerta a un posible uso clinico de los mismos.
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ANEXO 1

Servicio de Cirugia Plastica, Reparadora y Estética

Formulario de Consentimiento para la obtencion de mestras de piel
« Identificacion

* Nombre técnico de la intervencién a realizar:

Tipo de anestesia:

B. Declaracion del paciente

1 . Se me han explicado satisfactoriamente la alaza y propdsitos de la utilizacion de la donadénestos de piel. Esta seré estrictamente
para cultivo en laboratorio y posterior ensayoictinen animales para en un futuro servir de base [sa utilizacion en humanos. Los
queratinocitos y los fibroblastos seran obtenidassu cultivo a partir de restos de piel humarectadas asépticamente en intervenciones
quirdrgicas de nuestro servicio en el hospital &firgle las Nieves en Granda. A los donantes quelearopn los criterios de seleccion no sera
necesario un control y seguimiento posterior nipaco la realizacion de nuevas pruebas. Los querdtis seran aislados y cultivados in vitro
tomando como base la técnica descrita por Rheiny@teen, la cual se fundamenta en cultivar laslaglepidérmicas sobre una monocapa de
la linea celular de fibroblastos de raton 3T3 (cattas rutinariamente en medio DMEM, L-glutaminajlzéticos y 10% suero de ternera) u otra
técnica similar, cuyas células han sido inactivgsas inhibir su multiplicacion y usando un med® alltivo complementado con diversos
factores de crecimiento que estimulan la prolifiéray diferenciacion de las células epitelialesaaias.

Seré realizado por el Dr. José Maria Jiménez Bodr o bajo su direccidn y responsabilidad.

2. Doy mi consentimiento para que se me realicemélenicas de laboratorio, descrita arriba y lasapones complementarias con las muestras
que sean necesarias 0 convenientes durante lza@afi de esta, a juicio de los profesionales gulevan a cabo.

3. Doy mi consentimiento para que se cultive yesadice expansion de la muestra, asi como las medid@plementarias que se estimen
oportunas.

4. Doy mi consentimiento para que en la etapaluerddorio y ensayo clinico participen, como ayudsmt auxiliares, estudiantes de medicina,
médicos, profesores de la universidad u otros pimfales de la salud.

5. Que se pueden tomar fotografias o filmaciondasimuestras y que posteriormente pueden ses yistgpersonal en formacion de este u otro
hospital. Doy mi consentimiento para que se tonsas dotografias o videos. También doy mi conseatitni para todo este material sea
publicado en articulos cientificos o tesis doctdParo debe cumplirse que: a) no se emplearamorebre del paciente ni el de su familia para
identificar las fotos o videos; b) su uso se liméta propositos didacticos o investigadores.

» En cualquier caso deseo que se respeten lagisigsicondiciones (si no hay, péngase “ningunahoSie acepta algunos de los otros puntos
hagase constar)

Firma delmtacie

C. Declaraciones y firmas:

« Cirujano responsable: he informado a este pazidegltproposito y naturaleza de la utilizacionaterhuestras obtenidas descrita arriba, y de los
resultados que se esperan.

Firma del cirujano responsable

Dr. José Maria Jiménez Rodriguez

Relacion de familiares: esposo, hijos, padres, Aeas, otros

D. Lugar y fecha: Hospital Virgen de las Nievesg@da)
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