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Abstract

Pressure ulcers (PUs) are defined as skin lesions of ischaemic aetiology that affect
the integrity of the skin and underlying tissues, with substance loss, and that are produced
by prolonged pressure or friction between an internal and external hard surface. These
lesions have a major impact on the health and quality of life of affected patients and their
families, with important economic repercussions for health systems, due the chronic

evolution of this wound.

Wound healing involves the triggering of a series of mechanisms responsible for the
different phases of tissue regeneration and repair, including the haemostasis and
inflammation phase, proliferative phase, and tissue re-epithelisation and remodelling phase.
This is regulated by a group of growth factors (GFs), cytokines and hormonal factors, among

other biomolecules.

Platelets play an important role in the wound regeneration process by releasing a
large number of mitogenic and inflammatory substances; hence, they represent a natural
source of GFs. They contain three major storage compartments: alpha granules, dense
granules and lysosomes. These secretory granules contain GFs, proteins for coagulation, cell
adhesion molecules, activation molecules, cytokines, integrins and inflammatory molecules,
among others, with most of these molecules being localized in alpha granules. When a
wound is produced, platelets initiate the haemostatic process by creating a complex
network to plug vessels. At this point, platelets change their structure from a soft circular to
a spherical shape and develop pseudopodia. These promote their aggregation and
adherence by redistributing receptors for their subsequent activation and degranulation,
which ruptures their molecule-loaded granules and releases GFs into the medium to

regulate the repair of damaged tissues.



In order to obtain platelet-rich plasma (PRP), peripheral blood was centrifuged,
obtaining a fraction of plasma with a high concentration of platelets (5-fold higher than
baseline) and hence of biomolecules with regenerative potential. The PRP was then
degranulated by activation with calcium chloride, thereby obtaining plasma rich in growth
factors (PRGF). PRP/PRGF is used for tissue regeneration in different clinical settings and
offers several advantages, given that it is not toxic or immunoreactive and can be

inexpensively and readily obtained from the blood of the patients themselves.

Hyaluronic acid (HA) is a biopolymer with a highly preserved molecular structure in
mammal species. It is a natural polymer of disaccharides, which consist of alternating D-
glucuronic acid and D-N-acetylglucosamine. HA is one of the components of the
extracellular matrix and is present in skin, cartilage, bone and brain, among other tissues. It
has proven valuable in different clinical areas such as dermatology or neurosurgery because

HA and its degradation products can enhance wound healing.

The present thesis has two objectives: to establish the effects of PRGF and of PRGF
associated with HA on PU healing and their relationship with the clinical characteristics of
the patients in a clinical trial; and to determine the action mechanism of PRP in an in vitro
study of its effects on the proliferative capacity, cell morphology and antigen profile of

human fibroblasts in culture.

The study population for the clinical trial comprised 100 patients, who were
randomly assigned to a control group or one of three treatment groups (A, B or C). The PU
patients in group A were treated with one dose of PRGF, those in group B with two doses of
PRGF, and those in group C with two doses of PRGF plus HA. When a patient had more than

one PU, they were always treated according to the group assignation of the patient. The
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doses of PRGF and HA varied according to the surface area of the wound, applying dose
rates of 0.5 ml PRGF and 0.5 ml HA per 15 cm?. Ulcers in all groups were covered with the
same type of polyurethane dressing. The PU was examined every 3 days for 5 weeks to
determine the following parameters: a) PU surface area in cm?, b) type of tissue, and c)
presence of exudate. At each follow-up session was cleaned with physiological saline and
sterile gauze, was applied liquid hydrogel to maintain humidity, and was covered with the

above-mentioned polyurethane foam dressing.

Data were gathered on the socio-demographic characteristics of the patients and on
their type of diet, pharmacological treatment, Barthel Index-assessed degree of
dependence, biochemical and haematological data (albumin, total proteins and platelets),
localisation of the PU(s), grade of the PU(s) on the European Pressure Ulcer Advisory Panel
(EPUAP) scale, perilesional skin status, experience of pain, amount of exudate, type of

wound bed tissue and surface area of the PU(s) in cm®.

In relation to the effect of the different treatments on the wound-healing of the
ulcers, our data demonstrate a mean reduction of 48.38% in the lesion surface area in those
receiving a single PRGF dose (group A), a reduction of 54.86% in those receiving two PRGF
doses (group B), a reduction of 80.48% in those treated with two PRGF doses plus HA (group

C), and a reduction of 10.38% in the control group.

Complete wound-healing was not observed in any of the PUs in the control group
but was recorded in 8.82% of PUs in treatment group A, 32% of those in group B and 37.5%
of those in group C. The statistical analysis revealed significant differences versus the control
group in the groups receiving two PRGF doses (P = 0.002) and two PRGF doses plus HA (P =

0.004).



With regard to the relationship between the wound-healing and the other clinical
parameters of the patient, the regeneration process was found to be inversely related to

the consumption of statins and to the platelet count in the patient’s blood.

Global evaluation of the clinical trial data indicates that the utilisation of PRGF or
PRGF plus HA in the treatment and care of PUs is a useful approach that favours their
healing. Furthermore, it is a simple technique that is easy to apply and has a low economic
cost. However, it should be taken into account that certain clinical factors can modify the PU

healing process.

The in vitro experiments used gingival fibroblasts isolated from biopsy samples taken
from healthy patients. These were cultured in Dulbecco's Modified Eagle's Medium
supplemented with 10% bovine foetal serum (BFS) or 10% autologous PRP as the sole GF

source.

The time required to obtain a cell line widely varied as a function of the GF source
used, even when the cells were isolated from the same gingival tissue sample. Cells cultured
with 10% PRP needed 17-20 days to reach confluence, whereas cells from the same tissue

sample that were cultured with 10% BFS needed 20-25 days.

Study of the proliferative capacity of the cells in short-term cultures (2 passages for
subculture) and long-term cultures (10 passages for their subculture) demonstrated that the
growth rate of cells was higher after short-term culture in the presence of 10% PRP than in
the presence of 10% BFS (P<0.001). In contrast, the proliferative capacity of cells was slightly
lower after long-term culture in the presence of 10% PRP than in the presence of 10% BFS

under the same conditions, although this difference was not statistically significant.
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Flow cytometry study of the antigen profile of the human fibroblasts cultured with
10% PRP or 10% BFS as sole GF source demonstrated that virtually all cells expressed
vimentin and fibronectin and around 5% expressed a-actin after short-term culture. After
long-term culture, the cells cultured with 10% PRP also showed positive expression of
fibronectin and vimentin but a much higher percentage (65%) expressed a-actin, whereas
no differences in expression were detected between the short- and long-term culture of
cells cultured with 10% BFS. These results were verified by confocal microscopy

observations.

Scanning microscopy studies of the morphology of cells cultured with 10% PRP or
10% BFS detected no differences after short-term culture. After long-term culture, however,
cells cultured with 10% PRP comprised two distinct populations, one spindle-shaped and the
other more voluminous and non-fibroblastic, whereas the cells cultured with BFS as the only

GF source formed a single population with typical fibroblastic morphology.

Ultrastructural study of the cells under the different culture conditions also revealed
the presence of two cell types after long-term culture with 10% PRP: one population with
large cell size, highly pronounced cytoskeleton, less endoplasmic reticulum, long thin
mitochondria, fewer ribosomes, and the absence of polysomes; and another population of
smaller, spindle-shaped cells with the presence of fibres, numerous endocytic vesicles, an
abundant and dilated rough endoplasmic reticulum, numerous polysomes and a cell surface
showing numerous prolongations. In contrast, only one cell type was observed in the cells

after long-term culture with 10% BFS.



These morphological and antigen profile results indicate that the long-term culture
of these cells in the presence of PRP produces two populations, one with the typical

characteristics of fibroblasts and the other with the typical characteristics of myofibroblasts

Taken together, our findings suggest that the mechanism by which PRP favours PU
regeneration, without ruling out other possible actions, involves activation of the

proliferation of fibroblasts and their subsequent differentiation into myofibroblasts.
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Introduccion

1. ULCERAS POR PRESION

Las ulceras por presién (UPP), son lesiones de la piel cuyo origen isquémico afecta a
la integridad cutanea y tejidos subyacentes, existiendo en ocasiones pérdida de sustancia,
gque es producida por la presién prolongada o friccion entre dos planos duros, uno
perteneciente al paciente y otro externo a él (Defloor, Schoonhoven, Katrien, Weststrate, &

Myny, 2006).

Estas lesiones, en la mayoria de los casos, tienen una evolucion térpida de mas de 6
semanas, por lo que se las considera ulceras crénicas (Skorkowska-Telichowska, Czemplik,
Kulma, & Szopa, 2011). Lo que supone, ademas de una disminucién de la calidad de vida del

paciente, un aumento del coste total del tratamiento de las UPP.

Un estudio realizado en Reino Unido en el afio 2011 (Dealey, Posnett, & Walker,
2012), pone de manifiesto que el coste de una UPP de grado | (lesion de caracter
inflamatorio sin pérdida de la piel) supone un gasto alrededor de 1214f y 14108f para las
UPP de grado IV. Estos costes aumentan cuando la Ulcera se agrava, por ejemplo se infecta,

y el proceso de curacién se prolonga mas en el tiempo.

En Espafia, desde no hace muchos afios, se estan recogiendo datos epidemioldgicos
gue ponen al descubierto la dimension del problema de las UPP. Los estudios mas

importantes realizados, en este sentido, en Espafa han sido:

e El estudio epidemioldgico, realizado en 1999, en la comunidad de La Rioja (Soldevilla
Agreda & Torra i Bou, 1999), en el que se muestra que la prevalencia de UPP en

pacientes mayores de 65 afios, atendidos en atencidn primaria fue del 0,26%, de un

11



12,26% en pacientes atendidos en hospitales de agudos y de un 12,84% entre los

pacientes atendidos en instituciones sociosanitarias.

e En el Primer Estudio Nacional de Prevalencia de UPP (Rueda Lépez, Torra i Bou,
Martinez Cuervo, Verdu Soriano, & Soldevilla Agreda, 2003), publicado en el afio
2003, se indica una prevalencia de UPP del 8,34% de los pacientes que recibian
atencion domiciliaria; del 8,81% entre los pacientes ingresados en hospitales y del

7,6% de los pacientes atendidos en centros sociosanitarios.

e En el Segundo Estudio Nacional de prevalencia (Soldevilla Agreda, Torra i Bou, Verdu
Soriano, et al., 2007), se recogen los datos referidos al periodo 2005-2006, donde la
prevalencia de UPP en atencién primaria fue del 9,11% de la poblacién incluida en
programa de atencién domiciliaria; de un 8,91% en hospitales y de un 10,9% en

centros sociosanitarios.

e El Tercer Estudio Nacional de prevalencia de UPP (Soldevilla Agreda, Torra i Bou,
Verdd Soriano, & Ldpez Casanova, 2011) realizado en 2009, muestra que la
prevalencia en centros de atencion primaria de salud fue del 5,89% de la poblacion
incluida en programa de atencién domiciliaria, en unidades hospitalarias fue del

10,05% y de 7,35% en centros sociosanitarios.

Se observa por tanto, un incremento significativo de la prevalencia de este tipo de

lesiones en la poblacién espafiola a lo largo de los ultimos afios.

Se estima que el coste anual del tratamiento de las UPP en Espafia es de
aproximadamente 461 millones de euros, de los cuales el 15% lo representan los costes de

apositos y otros materiales de cura, el 19% lo representan las horas de trabajo de

12



Introduccion

enfermeria y el 45% del total corresponde al coste de las estancias extras en el hospital

(Soldevilla Agreda, Torra i Bou, Posnett, et al., 2007). Aunque se trata de un problema de

salud que tiene actualmente un gran impacto econdmico, no existen suficientes estudios

gue puedan acercarnos a la dimensién global del impacto de estas lesiones.

1.1. Estructura de la piel.

La piel es un érgano que reviste y protege la superficie externa del organismo.

Histoldgicamente, estd compuesta por tres capas principales que son, de fuera adentro: la

epidermis, dermis e hipodermis, a las que se le asocian los anexos cutdneos (Arenas &

Avalos-Diaz, 2004).

La epidermis es un epitelio plano, estratificado, queratinizado, formado por cuatro

tipos celulares (queratinocitos, melanocitos, células de Merkel y células de Langerhans) y

presenta cinco estratos:

Estrato Basal, capa de células cilindricas que reposan sobre la lamina basal y la
dermis subyacente. Constituye el estrato germinativo donde se inicia la proliferacion
de los queratinocitos, los cuales van ascendiendo a niveles superiores de la piel a
medida que producen queratina. Cada 5-10 hileras de queratinocitos se intercalan
los melanocitos (células que en su interior almacenan melanina), las células de
Merkel (células que forman parte del sistema celular endocrino difuso, funcionan
como mecano-receptoras y tienen relacidon con las terminaciones nerviosas
sensitivas) y células de Langerhans (células presentadoras de antigenos que

provienen de la médula dsea y pertenecen al sistema de macréfagos-
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mononucleares). Esta capa es la responsable de la renovaciéon de la epidermis, hecho

gue se produce aproximadamente cada 60 dias.

- Estrato espinoso, formado por varias capas de células poliédricas en vias de
gueratinizacién y unidas unas a otras por puentes intercelulares denominados

desmosomas.

- Estrato granuloso, formado por células aplanadas que contienen granulos de

gueratohialina.

- Estrato lucido, formado por eleidina (lipoproteinas con actividad hidrofoba), sélo

estd presente en palmas de las manos y plantas de los pies.

- Estrato cérneo, compuesto por células queratinizadas, planas, sin nucleo.

La dermis, que se encuentra bajo la epidermis, se clasifica en tres capas: la capa
superficial o papilar, la capa media o reticular y la capa profunda. Esta compuesta de tejido
conectivo cuyas fibras proteinicas son el coldgeno (tipo | fundamentalmente), proteinas
reticulares y elasticas. La red vascular estd basada en un plexo superficial y otro profundo
unidos ambos por una red paralela y vasos linfaticos. Ademas, estas estructuras, coexisten
con plexos nerviosos y anexos cutaneos. Las células que se encuentran dispuestas en la

dermis son, los fibroblastos, los histiocitos, los mastocitos y plasmocitos fundamentalmente.

La hipodermis o tejido celular subcutaneo, es la capa situada por debajo de la
dermis, y estd formada fundamentalmente por lébulos de adipocitos unidos entre si por

tejido conectivo, que aportan reservas energéticas y propiedades térmicas.

14



Introduccion

Los anexos cutaneos se originan a partir de pequefias yemas de células epidérmicas

de la capa basal que se introducen en la dermis (Ferrandiz, 2010). Se pueden clasificar en:

- Unidad folicular pilo-sebdceo-apocrina. Se compone basicamente de pelo,
acompafiado por una o mas glandulas sebaceas, musculo erector o arrector del pelo
Yy, en ocasiones, glandulas apocrinas.

- Las gldndulas sudoriparas ecrinas se localizan de forma difusa por toda la piel y se
distribuyen predominantemente en las plantas, las palmas, las axilas y la frente. La
parte secretora se encuentra en la dermis y desemboca por un conducto ascendente
en la epidermis, vertiendo el contenido al exterior. Son importantes en la regulacion
de la temperatura corporal y equilibrio hidroelectrolitico.

- Las unas se forman por invaginacion de la epidermis en la region dorsal de las
ultimas falanges de los pies y de las manos dando lugar a una estructura firme

gueratinizada.

La piel recibe su vascularizacién gracias a los vasos sanguineos localizados en la grasa
subcutdnea de los que surgen dos extensos plexos vasculares. El plexo vascular profundo se
aloja en la parte inferior de la dermis reticular (las arterias situadas en el tejido adiposo de la
hipodermis dan origen a este plexo) y el plexo vascular superficial (que son vasos de menor
calibre) se aloja justo debajo de la dermis papilar. Ambos plexos estan comunicados entre si
por vasos dispuestos perpendicularmente. Toda esta red vascular incluye a los componentes
arterial, venoso y linfatico. Este entramado vascular tiene dos funciones, una de intercambio
de gases, electrdlitos, agua y otras moléculas y otra de termorregulacién (Garcia & Lozano,

2003).
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1.2. Etiopatogenia de las UPP.

El mecanismo etiopatogénico por el que se desarrollan las UPP esta asociado, entre
otros factores, a tres tipos de fuerzas que son: presion, friccién y cizallamiento o bien una

combinacidn de éstas (Dini, Bertone, & Romanelli, 2006).

La presion es una fuerza que actla perpendicular a la piel como consecuencia de la
gravedad, que provoca un aplastamiento tisular entre dos planos, uno perteneciente al
paciente (como puede ser el plano esquelético, las prominencias éseas) y otro externo a él

(como puede ser un sillén, una cama, sondas, etc.) (Defloor, 1999).

La presidn capilar en los tejidos oscila entre 12 y 32 mmHg. Una presidn superior a
32 mmHg, durante un periodo continuado, aplicada sobre los capilares, produce una
oclusion del flujo sanguineo en los tejidos blandos provocando hipoxia, dafio endotelial a
nivel de las arteriolas y de la microcirculacién, y en ocasiones, necrosis vascular (Salcido,

Lee, & Ahn, 2011).

La formacidn de una UPP depende tanto de la presion que se ejerce sobre una zona
de la piel como del tiempo durante el que se ejerce esa presidon. De forma que una presién
de 70 mmHg durante 2 horas induce a una necrosis del tejido (Dini et al., 2006). La presidon y
el tiempo son inversamente proporcionales, de tal forma que presiones inferiores a la
presion sistélica, requieren un tiempo de mas de 12 horas para producir una lesién similar a
aquella que podria producirse por la presién de 4 a 6 veces la presidn sistdlica durante una

hora (Bouten, Oomens, Baaijens, & Bader, 2003).

La friccion es una fuerza tangencial que actua paralelamente a la piel, produciendo

roces, por movimientos o arrastres, y que provoca la pérdida del estrato cdrneo. En el
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paciente, encamado o sentado, el roce con las sabanas o superficies rugosas produce
fuerzas de friccion, sobre todo en las movilizaciones, al arrastrar al paciente, provocando
que la piel pierda capas de barrera y tenga mds riesgo de infeccion (Agrawal & Chauhan,

2012).

El cizallamiento se genera cuando se combinan los efectos de presion y friccidn. Las
fuerzas de cizallamiento son fuerzas paralelas que se producen cuando dos superficies
adyacentes se deslizan una sobre otra, esto puede ocurrir cuando, por ejemplo, se esta
sentado en una cama en posicion de Fowler, esto es, en posicién semisentado con el
cabecero de la cama elevado unos 45 grados y con las piernas ligeramente flexionadas. En
esta situacion, los tejidos externos permanecen fijos contra las sdbanas de la cama mientras
qgue los tejidos profundos (fascias profundas, esqueleto) se deslizan hacia los pies de la
cama. Debido a este efecto, la presidén que se necesita para disminuir la aportacion
sanguinea es menor, por lo que la isquemia del musculo se produce mas rdpidamente

(Salcido et al., 2011).

Ademas de estas fuerzas, existen otros factores de riesgo que pueden contribuir a

la aparicion de Ulceras y que se pueden agrupar en factores extrinsecos e intrinsecos.

Los factores intrinsecos derivan de los diferentes problemas de salud o alteraciones fisicas

del paciente y entre ellos se incluyen (Hamm, 2007):

Deficiencias motoras (inmovilidad, paresia, paralisis).

Deterioros sensitivos (pérdida de la sensacién del dolor).

Edad avanzada.

Alteraciones nutricionales, tanto por defecto como por exceso.
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e Incontinencia (fecal y urinaria).
e Deterioro cognitivo o alteracién del estado de conciencia (coma, estupor, confusidn).
e Adhesidon a tratamientos que aumentan la vulnerabilidad de los tejidos a la

formacién de UPP (farmacos inmunosupresores, sondajes, drenajes).

Los factores de riesgo extrinsecos incluyen aquellos factores fisicos, externos al
paciente que pueden ejercer una presién dafiina en la piel y el tejido subyacente, como
pueden ser los equipos ortoprotésicos, la ropa del paciente, los cuerpos extrafios, los

aparatos médicos o el painal.

En la combinacion de estos factores se basaron, Bergstrom y Braden (Bergstrom,
Braden, Laguzza, & Holman, 1987) para la elaboracidn de sus escalas de prediccion de riesgo
de padecer UPP. La escala de Braden tiene una sensibilidad del 83% y una especificidad del
64%; la escala de Norton tiene una sensibilidad del 73% y una especificidad del 61%
(Bergstrom, Demuth, & Braden, 1987). Aunque actualmente la escala de Braden y la escala
de Norton son los instrumentos mas utilizados para identificar a los pacientes con riesgo de

desarrollar UPP, existen otras escalas, algunas de ellas son modificaciones de éstas.

1.3. Clasificacion de las UPP.

El propdsito de usar un sistema de clasificacién de UPP es estandarizar el método de
sus registros y proporcionar una descripcién comun de la evolucidon de una ulcera que
permita a los profesionales sanitarios mantener un mismo lenguaje a efectos de la practica

clinica, de revision y de investigacién en este campo (Nixon et al., 2005).
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Desde el primer sistema de clasificacion de UPP desarrollado por Shea en 1975,
numerosos sistemas se han elaborado para describir los diferentes niveles de lesién en los
tejidos; estos sistemas van desde un grado 0 a 5 de clasificacion o bien de un gradode 1a 7
(Dealey & Lindholm, 2006; Witkowski & Parish, 1982). El National Pressure Ulcer Advisory
Panel (NPUAP) desarrollé en 1989 una clasificacién que contenia 4 grados. Este sistema, fue
adoptado por la European Pressure Ulcer Advisory Panel (EPUAP) en 1999, tras realizarse
algunos cambios menores (Defloor & Schoonhoven, 2004). Y es actualmente, el sistema que
el Grupo Nacional para el Estudio y Asesoramiento en Ulceras por Presién y Heridas
Crénicas (GNEAUPP) toma como referencia. Segun este sistema las UPP pueden clasificarse

en 4 grados o estadios diferentes (Beeckman et al., 2007):

e Grado |: Alteracidn observable en la piel integra, relacionada con la presidon, que se
manifiesta por un eritema cutdneo no blanqueable al presionar; en pieles oscuras,
puede presentar tonos rojos, azules o morados y puede ser dificil de detectar. El area
puede ser dolorosa, firme, suave, mas caliente o mas fria en comparacién con los

tejidos adyacentes. Puede indicar personas en riesgo.

e Grado Il: Pérdida parcial del grosor de la piel que afecta a la epidermis, dermis o
ambas. Se presenta como una Ulcera abierta superficial poco profunda con un lecho
de la herida rojo o rosado. También puede presentarse como una flictena o ampolla
intacta llena de suero o suero sanguinolento, abierta o rota. Se presenta como una
uUlcera superficial brillante o seca sin esfacelos o hematomas (el hematoma indica
lesidon de los tejidos profundos). Esta categoria no deberia ser usada para describir
laceraciones, lesiones de esparadrapo, dermatitis asociada a incontinencia,

maceracion o excoriacion.
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e Grado lll: Pérdida completa del tejido. La grasa subcutanea puede ser visible, pero
los huesos, tendones o musculos no estan expuestos. Los esfacelos pueden estar
presentes, sin llegar a ocultar la profundidad de la pérdida de tejido. Puede incluir
cavitaciones y tunelizaciones. La profundidad de la UPP en este grado varia segun la
localizacion anatdmica. La nariz, la oreja, el occipital y el maléolo no tienen tejido
adiposo vy las ulceras de grado Ill pueden ser poco profundas. En contraste, las zonas
de importante adiposidad pueden desarrollar UPP de grado lll extremadamente

profundas.

e Grado IV: Pérdida total del grosor de la piel con destruccidn extensa, necrosis del
tejido o lesién en musculo, hueso o estructuras de sostén (tenddn, cédpsula articular,
etc.). En este grado como en el lll, pueden presentarse lesiones con cavernas,
tunelizaciones o trayectos sinuosos. Existe pérdida total del espesor del tejido con
hueso expuesto (pudiendo ocasionar osteomielitis o osteitis), tendén o musculo con
presencia de esfacelos. La profundidad de la ulcera por presidon de grado IV varia
segun la localizaciéon anatémica. Como en el grado lll, tanto la nariz, la oreja, el
occipital, como el maléolo, no tienen tejido adiposo y las Ulceras de grado IV pueden

ser poco profundas.

1.4. Localizaciones mas frecuentes de las UPP.

Dada la etiologia de las UPP, éstas pueden aparecer en cualquier lugar del cuerpo en
funcion de la zona de la piel que esté sometida a la presion, la friccion o la cizalla sobre una

prominencia ésea. Por tanto, siguiendo este patron, se pueden encontrar diferentes zonas

20



Introduccion

anatdémicas, que resultando de la posicion del paciente, pueden ser de riesgo de aparicion

de UPP:

En la posicidon de decubito supino, aumenta el riesgo de UPP en el coxis, gluteos,

talones, codos, oméplatos y occipital.

e En la posicion de decubito lateral, son susceptibles los maléolos, trocdnteres,

costillas, hombros o acromion, orejas, crestas iliacas o la cara interna de las rodillas.

e En decubito prono, pueden aparecer UPP en los dedos de los pies, rodillas, genitales

masculinos, mamas, mejillas, nariz o crestas iliacas.

e En sedestacion, en los omoéplatos, el isquion, el coxis, el trocanter, los talones o en

los metatarsianos, son zonas con mayor riesgo de padecer UPP.

Segun un estudio realizado en diferentes paises en 2005 (Vangilder, Macfarlane, &
Meyer, 2008), la localizacidon anatémica mas frecuente de todas las UPP es el sacro (28,3%),

seguido por el taldn (23,6%) y los gluteos (17,2%).

1.5. Complicaciones.

Las morbilidades asociadas con las UPP representan un problema de salud
considerable, particularmente cuando no se produce la total curacién (Redelings, Lee, &
Sorvillo, 2005). Aproximadamente el 50% de UPP de grado Il y el 95% de UPP de grado lll y
IV, tienen una evolucion de mas de 8 semanas de duracién, lo que las hace considerarlas
cronicas, aumentando la probabilidad de que aparezcan complicaciones (Bergstrom et al.,

2005; Graumlich et al., 2003).
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Las complicaciones de las UPP derivan de su evolucidn, y se podrian agrupar en

directas o indirectas.

Las complicaciones directas son las que se producen en el propio paciente y
comprenderian el dolor en la zona de la UPP, infeccidn local de la herida o sistémica (sepsis)
si la evolucién es desfavorable; necrosis de los tejidos del lecho de la herida y/o

perilesionales, osteomielitis, anemia o depresién (Redelings et al., 2005).

Las complicaciones indirectas son las que derivan de la hospitalizacidn ya que los
pacientes con UPP frecuentemente requieren mucho tiempo de hospitalizacién o frecuentes
reingresos hospitalarios. La presencia o desarrollo de una Ulcera puede aumentar la
duracién de la estancia hospitalaria de un paciente en un promedio de 10 dias y aumentar

los costes econdmicos (Brem et al., 2010).

1.6. Prevencion de las UPP.

La prevencidn de las UPP es importante, pero no siempre facil de lograr. Las medidas
mas eficaces, son capaces de reducir el nivel y/o la duracién de la presion y la fuerza de
cizallamiento. Los cuidados de prevencién aplicados tienen como finalidad conseguir que no
aparezcan UPP, sin olvidar que estas medidas preventivas se deben de continuar para, una
vez se desarrolle la lesidn, evitar que progrese a estadios superiores y favorecer la curaciéon
de la misma. Las directrices generales de prevencion de UPP van a ir encaminadas a valorar
el riesgo de cada paciente y a llevar a cabo las acciones necesarias para evitar la aparicién de
las ulceras. Estas directrices constan de la valoracién de riesgo de UPP, cuidados de la piel,

manejo de la presidon y manejo de la nutricion (EPUAP and NPUAP, 2009).
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1.6.1. Valoracion del riesgo de UPP.

Inicialmente todos los pacientes deberian ser considerados “en riesgo”, hasta ser
valorados de forma adecuada. Es necesaria una valoracion detenida de su estado antes de
considerar que no presenta riesgo de aparicién de UPP y por tanto excluirlo de la aplicacién
de medidas preventivas. Cuando se producen cambios en el estado clinico del paciente
(intervencidén quirargica, modificacion de alguno de los factores de riesgo conocidos, cambio
del cuidador habitual) se requiere una nueva valoracién del riesgo. Para llevar esto a cabo,
se recomienda la utilizacion de una escala de valoracién de riesgo de aparicion de UPP
(EVRUPP), que es una herramienta metodolégica para valorar y determinar el riesgo de
padecer UPP en un individuo (Pancorbo-Hidalgo, Garcia-Fernandez, Lopez-Medina, &

Alvarez-Nieto, 2006).

Como anteriormente se comentd, la escala de Braden (Tabla 1) tiene una mayor
sensibilidad (83%) y una mayor especificidad (64%) respecto a la escala de Norton y es por
ello que se recomienda el uso de la escala de Braden como EVRUPP ya que es una de las

escalas con mayor capacidad predictiva y un nivel de evidencia alta (Bergstrom et al., 1987).

1.6.2. Cuidados de la piel.

El objetivo consiste en mantener y mejorar la tolerancia tisular a la presién para
prevenir una lesion. Para ello es necesario valorar el estado de la piel diariamente,
identificar de manera precoz los signos de lesiéon causados por la presién y anotar los
cambios que se observen (The Management of Pressure Ulcers in Primary and Secondary

Care, 2005).
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Tabla 1. Escala de Braden.

Escala de Braden

Puntuacion 1 2 3 4
Percepcidn Completamente o Ligeramente o
. . Muy limitada o Sin limitaciones
sensorial limitada limitada
. . Constantemente A menudo Ocasionalmente Raramente
Exposicion a la ) ) ) )
humeda humeda humeda hiumeda
humedad
Deambula Deambula
Actividad Encamado Ensilla ocasionalmente frecuentemente
. Completamente e Ligeramente o
Movilidad p . Muy limitada g‘ . Sin limitaciones
inmovil limitada
L., Probablemente
Nutricion Muy pobre . Adecuada Excelente
inadecuada
Roce y peligros Problema No existe
. Problema :
de lesiones potencial problema

Alto riesgo, puntuacién total €12
Riesgo moderado, puntuacidn total £13-15
Riesgo bajo, puntuacidn total €16

La presidon ejercida por la fuerza de la gravedad del cuerpo en una persona
encamada o sentada no es uniforme sobre toda la piel, sino que se concentra, y es mayor,
en aquellas zonas de apoyo donde hay prominencias dseas subyacentes. La inspeccion
inicial como referencia debe incluir todas las prominencias dseas (sacro, talones, rodillas,
caderas, tobillos, codos, escdpula y occipucio), identificando precozmente los signos de

dafio por presion.

La identificacion de las condiciones especiales de la piel, tales como: sequedad,
grietas, eritema, maceracion, fragilidad, calor e induracion, asi como el correcto estadiaje de
las lesiones por presion, deben quedar registrados, detallando la localizacién, el tamafio de

la UPP y el estado de la piel circundante. Las acciones preventivas deben dirigirse también a
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mejorar las condiciones de la piel (Sorando, Benito Duque, De Juan Huelves, Arranz Lépez, &
Garcia Martinez, 2005), la cual se debe mantener en todo momento limpia y seca. Es util
también aplicar cremas hidratantes, en cantidad suficiente. En este sentido, se recomienda
el uso de acidos grasos hiperoxigenados (AGHO) ya que hidratan la piel, favoreciendo el
aumento de la circulacidn capilar, lo cual mejora las condiciones locales de la piel expuesta a
isquemias prolongadas, siendo de gran utilidad en la prevencién de las ulceras. Ademas
algunos estudios encuentran efectividad en el tratamiento de UPP de Grado | (Torra i Bou

et al., 2005).

Estd contraindicado el uso sobre la piel de cualquier producto que contenga alcohol
(de romero, tanino...) incluidas las colonias, asi como efectuar masajes sobre las
prominencias 6seas, pues se pueden ocasionar dafios adicionales y no previenen la

aparicion de lesiones (Ek, Gustavsson, & Lewis, 1985).

Es importante valorar y tratar los diferentes procesos que puedan originar un exceso
de humedad en la piel tales como incontinencia, sudoracidn profusa, drenajes o exudado de
heridas, ya que la humedad provoca maceracion y esto la debilita. La incontinencia ha
demostrado que aumenta considerablemente el riesgo de aparicion de UPP (Ersser, Getliffe,
Voegeli, & Regan, 2005). En las zonas de piel expuestas a humedad excesiva, se deben
utilizar productos barrera que protejan contra exudados y adhesivos que, al ser

transparentes, permiten seguir la evolucién de la lesion (Cutting & White, 2002).

1.6.3. Manejo de la presion.

Para minimizar el efecto de la presion como causa de UPP, el GNEAUPP recomienda
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considerar cuatro elementos: movilizacién, cambios posturales, utilizacién de superficies

especiales de manejo de la presién y proteccion local ante la presion (GNEAUPP, 2003a).

26

Movilizacidn. Para mejorar la movilizacién del paciente hay que elaborar un plan de

cuidados que fomente y mejore la movilidad y actividad de la persona. Un objetivo
apropiado para la mayoria de las personas es el mantenimiento del nivel de actividad
y de deambulacion, asi como proporcionar un amplio rango de movimientos. Es
importante fomentar la autonomia del paciente y motivarlo a moverse por si mismo

(VanEtten, Sexton, & Smith, 1990).

Cambios posturales. Para aliviar y eliminar la compresién de los puntos de apoyo,

es imprescindible realizar cambios posturales. Este procedimiento se tomé en
consideracién hace bastante tiempo y se sabe que es crucial para la prevencién de
UPP. Se realiza manteniendo lo mas correctamente posible la alineacién del cuerpo, y
estudiando detenidamente la forma de reducir los efectos de la presién prolongada
sobre las prominencias dseas en cada caso concreto. Se recomienda realizar cambios
posturales cada 2-3 horas a los pacientes encamados, o cuando sea posible ensefiar a
la persona a reposicionarse por si misma a intervalos frecuentes que permitan
redistribuir el peso y la presién (Braden & Bryant, 1990; Vanderwee, Grypdonck, De
Bacquer, & Defloor, 2007).

La frecuencia de los cambios posturales debe de estar determinada por los
resultados de inspeccionar la piel y por las necesidades individuales, asi como por los
medios utilizados, mds que por una programacién general y estandarizada (Dealey,

2009). La frecuencia durante la noche también vendra orientada por estos factores,
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pero se aconseja que el intervalo no sea superior a 4 horas (umbral maximo) (Defloor,
De Bacquer, & Grypdonck, 2005). No obstante, otros estudios no encuentran
asociacion entre la frecuencia de cambios posturales y una baja incidencia de UPP

(Rich et al., 2011).

Para facilitar los cambios posturales, la movilizacién y hacer los cambios de ropa de
cama con mayor facilidad es conveniente utilizar sabanas entremetidas o gruas,

evitando asi el arrastre y la friccién.

Superficies especiales para manejo de la presidn. Las superficies especiales

de manejo de la presién (SEMP) son aquellas superficies que presentan propiedades

de reduccién o alivio de la presidn sobre la que puede apoyarse una persona, ya sea

en decubito supino, prono o en sedestacion. Algunas de estas superficies tienen
propiedades para reducir el efecto de la friccidn y del cizallamiento, asi como del calor

y de la humedad. Se pueden clasificar como (Garcia Fernandez et al., 2007):

- Estdticas: Actuan aumentando el drea de contacto con la persona. Cuanto mayor
sea la superficie de contacto menor sera la presién que tenga que soportar. Entre
los materiales utilizados en la fabricacion de SEMP estaticas se encuentran
colchonetas o cojines estaticos de aire, colchonetas, colchones o cojines de fibras
especiales (siliconadas), colchones de espuma o viscoelasticos.

- Dindmicas: Permiten variar de manera continuada los niveles de presion de las
zonas de contacto del paciente con la superficie de apoyo, como colchones,
colchonetas o cojines alternantes de aire, camas y colchones de posicionamiento

lateral, camas fluidificadas y camas bariatricas.
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La asignacion de la superficie debe hacerse en funcién del riesgo que presente la
persona a desarrollar UPP, de tal manera que en personas de riesgo bajo, se
recomienda utilizar superficies estaticas y en personas de riesgo medio o alto, se

recomienda utilizar superficies dindmicas o de presién alternante (Nixon et al., 2006).

e  Proteccion local ante la presidn. En zonas de prominencia 6sea se deben utilizar

apoésitos para prevenir la aparicion de UPP, prestando mayor proteccion en los
talones. Cuando se deje el taldn libre de presién utilizando un almohadillado, se debe
evitar la caida del pie (pie equino), para ello mantener el pie en dngulo recto con la
pierna y aunque no se observan diferencias estadisticamente significativas entre el
uso de apdsitos sin poliuretano y el uso de apdsitos de espuma de poliuretano para
proteger estas prominencias dseas, es cierto que la utilizacion de materiales para
descargar estas zonas de la presidn, logra disminuir la incidencia de aparicién de este
tipo de lesiones (Ferrer Sola, Espaulella Panicot, Altimires Roset, Ylla-Catala Bore, &

Moreno Susi, 2013).

1.6.4. Manejo de la nutricion.

Dado que la desnutricidn es un factor de riesgo reversible para el desarrollo de las
UPP, su deteccion temprana y su tratamiento resultan muy importantes. Los individuos en
peligro de desarrollar UPP pueden también correr el riesgo de desnutricién y por eso
deberia examinarse su estado nutricional (EPUAP and NPUAP, 2009). Un correcto aporte de
calorias, proteinas, liquidos, vitaminas y minerales no sélo favorece la cicatrizacién sino que

también puede evitar la aparicion de UPP. El aporte hidrico es imprescindible para la
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prevencion, ya que la piel hidratada tiene menos riesgo de romperse (Dorner, Posthauer, &
Thomas, 2009). Podemos establecer pues, una relaciéon directa entre la malnutricién y la
aparicién de UPP, ya que la pérdida de grasas y tejido muscular disminuye la proteccidn que
ejercen sobre las prominencias dseas. Una combinacién de pérdida de masa magra junto

con la inmovilidad, aumenta el riesgo de UPP hasta en un 74% (Horn et al., 2004).

La valoracion del estado nutricional debe efectuarse en el momento del ingreso del
paciente en una institucién o al incorporarse en un programa de atencion domiciliaria, e
igualmente deberd revalorarse de manera periddica, identificando factores de consumo

comprometidos, hdbitos y estado emocional.

La ulcera es una situacidon de alto gasto energético y proteico, requiere una dieta
hiperproteica e hipercalérica, ademas buena hidratacién y aportes mds elevados de

determinados nutrientes como Zn, Cu, Fe, arginina y vitaminas A, Cy complejo B.

1.7. Tratamiento de las UPP.

El enfoque en el tratamiento de las UPP debe ser multidisciplinar y va a depender de
diferentes factores como el grado de la Ulcera, el exudado, el tejido existente en el lecho de
la herida, la presencia de signos de infeccidn, el estado de la piel perilesional o la existencia
de dolor. De igual forma se deberdn tener en cuenta los factores y caracteristicas
individuales de cada paciente, que permitan establecer un plan de cuidados especifico e
individualizado que se adapte a las necesidades del mismo (Brem & Lyder, 2004). Como ya
se comentd en el apartado de prevencién, de forma general los cuidados encaminados al

tratamiento de las UPP deben incluir todas las actividades de prevencién, basicamente, para
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evitar una dificultosa progresién de la herida y prevenir la aparicion de nuevas lesiones

(EPUAP and NPUAP, 2009).

Las directrices generales sobre el tratamiento de las UPP que el GNEAUPP propone
se presentan ordenadas bajo los siguientes epigrafes: valoracion inicial, cuidados generales,

cuidados de la ulcera y seguimiento de la lesién (GNEAUPP, 2003b).

1.7.1. Valoracidn para el tratamiento.

No sélo se ha de hacer una valoracién de la UPP sino que hay que tener en cuenta la
valoracion global del paciente. La evaluacién integral del paciente con UPP precisa de una
valoraciéon en tres dimensiones: el estado del paciente, la lesién y su entorno de cuidados.
Segun el GNEAUPP (GNEAUPP, 2003b), las directrices generales sobre el tratamiento de las

UPP son las siguientes.

e  Valoracion inicial del paciente. Realizar una historia y examen fisico completos,

prestando especial atenciéon a aspectos como la presencia de factores de riesgo de
UPP (inmovilidad, incontinencia, nutricion, nivel de conciencia, etc.), la existencia de
enfermedades que puedan interferir en el proceso de curacién, la edad del paciente
(edad avanzada), habitos toéxicos (tabaco, alcohol, etc.), estado de higiene, o si el
paciente sigue tratamientos farmacoldgicos que puedan interferir en el proceso de

cicatrizacion.

. Valoracidon nutricional. El objetivo de la valoracién y manejo nutricional es

asegurar que la dieta del individuo con UPP contenga los alimentos necesarios para
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ayudar a su curacién. Dicha valoracién se debera realizar en el momento del ingreso y
cada vez que se produzca un cambio en su estado, cuando se observe que su Ulcera no
mejora o no empieza a cerrarse (EPUAP and NPUAP, 2009).

Al objeto de identificar estados de malnutricion se realizan medidas
antropomeétricas, con la determinacién clinica de la albumina sérica, de la transferrina
sérica y del contaje linfocitario total. Como norma, la EPUAP aconseja proporcionar
30-35 kilocalorias por cada kilo del peso corporal de los pacientes que padezcan una

UPP. Si bien, se adapta cuando hay pérdida o aumento de peso.

Valoracion psicosocial. Siempre que es posible se examina la capacidad, habilidad

y motivacién del paciente para participar en su programa terapéutico con el objetivo
de reunir la informacién necesaria para elaborar un plan de cuidados acorde con las

preferencias, objetivos y capacidades del individuo (Gorecki et al., 2009).

Valoracion del entorno de cuidados. Se ha de identificar al cuidador principal y

valorar las actitudes, habilidades, conocimientos y posibilidades del entorno cuidador

(familia, cuidadores informales, etc.) (Tsai, Lin, Liu, & Wang, 2012).

Valoracidn de la lesidn. Para determinar la adecuacién del plan de tratamiento, es

esencial controlar las UPP a intervalos uniformes de tiempo. La valoracién vy
documentacién de la lesion han de efectuarse al menos, una vez por semana, excepto
si hay signos de deterioro del paciente o de la ulcera, en cuyo caso, tanto la lesion

como el manejo global del paciente deben ser reevaluados inmediatamente. De igual
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forma, debe quedar registrada mediante unos parametros unificados para facilitar la
comunicacion entre los diferentes profesionales implicados, lo que a la vez va a
permitir verificar adecuadamente su evolucién.

Es necesario una valoracién integral y llevar a cabo un enfoque sistematico que

incluya (EPUAP and NPUAP, 2009; van Lis, van Asbeck, & Post, 2010):

- Localizacion y numero de lesiones: sabiendo cuales son las localizaciones mas
frecuentes, detectarlas y registrarlas.

- Estadiaje: seguir el sistema de clasificaciéon de las UPP que se ha descrito
anteriormente.

- Dimensiones de la ulcera: que se expresara en centimetros cuadrados y se
medira la longitud mayor y la anchura mayor. También se podrd medir el
volumen de la herida.

- Exudado de la herida: estimar la cantidad, identificar el grado de olor y color.

- Tejido existente en el lecho ulceral: si existe tejido de epitelizacidon, de
granulacién, esfacelado y/o necrético.

- Existencia de tunelizaciones o trayectos fistulosos.

- Estado de la piel perilesional: diferenciar la celulitis del eritema circunferencial
gue rodea la mayoria de las heridas en vias de cicatrizacién; buscar dolor, calor,
enrojecimiento y describir si estd integra, lacerada o macerada.

- Presencia o ausencia de dolor relacionado con la lesién.

- Presencia de signos clinicos de infeccion, tales como exudado purulento, mal
olor, bordes inflamados, fiebre, etc.

- Tiempo de evolucion de la lesion.
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En aquellas situaciones en las que se presenten UPP dolorosas, para manejar el
dolor a nivel local se aconseja la aplicacién de geles con opidceos como analgésicos,
gue han demostrado eficacia, pudiendo utilizar 10 mg de morfina en 8 g de hidrogel

(Pieper, Langemo, & Cuddigan, 2009).

1.7.2. Cuidados generales al paciente.

Una vez realizada la valoracién, los cuidados generales a aplicar van a ser aquellos

gue, no solamente se centren en el cuidado de la herida sino que mejoren su evolucién y

puedan prevenir la aparicion de nuevas UPP.

Prevencidon de nuevas lesiones por presidn. Se reconoce un mayor riesgo de

desarrollar nuevas UPP en aquellos pacientes que ya presentan o presentaron UPP, por
lo que sera necesario continuar, aun con mayor énfasis, con todo el programa de

prevencion dentro del plan de tratamiento (GNEAUPP, 2003a).

Los cuidados de prevencidn van dirigidos a disminuir el grado de presidn, friccién y
cizallamiento en la UPP. Entre estos cuidados se incluyen la proteccién local ante la
presién, el uso de superficies de manejo de la presidn, los cambios posturales y la

movilizacion (Reddy, Gill, & Rochon, 2006).

Para aliviar la presién el GNEAUPP, en sus directrices de tratamiento recomienda el

uso de técnicas de posicion y manejo de las superficies.

En relacion a las técnicas de posicidn se distingue entre paciente sentado y

paciente encamado.
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En pacientes sentados se aconseja evitar que el paciente permanezca sentado
sobre la UPP. De modo excepcional, y siempre que se pueda garantizar el alivio de la
presion mediante el uso de dispositivos especiales de apoyo, se permite esta posicidn
durante periodos limitados de tiempo, manteniendo asi la buena funcionalidad del

paciente.

La posicion de los individuos sentados que no presenten una lesidon en ese nivel,
debe de variarse al menos cada hora, facilitando el cambio de apoyo de su peso cada
guince minutos, mediante cambio postural o realizaciéon de pulsiones (refiriéndose a
pulsién como ejercicio de contraccidén-relajacién de un grupo muscular concreto). Si no

fuera posible variar la posicion cada hora, debera ser enviado nuevamente a la cama.

La bibliografia (Michael, Porter, & Pountney, 2007) sugiere la necesidad de
considerar la alineacion corporal, la verticalidad en la posicion de sentado, la
redistribucidn del peso, el equilibrio, la estabilidad y el alivio de la presién, cuando se

posicione a individuos sentados.

Cuando el paciente esta encamado no debe apoyarse sobre la UPP. Si bien, cuando
el nimero de lesiones, la situacidén del paciente o los objetivos de tratamiento hacen
imposible evitar la colocacién de un paciente sobre una UPP, la clinica aconseja
disminuir el tiempo de exposicién a la presién aumentando la frecuencia de los cambios
y/o utilizar superficies de apoyo. Asi, la EPUAP y la NPUAP (2009) recomiendan
reposicionar al paciente en posicién de decubito supino inclinado 30°, cambiando la
posicion de derecha a decubito supino y después a la posicion izquierda, siempre que la

condicidon médica del paciente lo permita.
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Tanto sentado como en cama, nunca se deben utilizar dispositivos tipo flotador o
anillo ni apoyar al paciente sobre ningun dispositivo médico que porte el individuo,

como sonda o drenaje, entre otros (EPUAP and NPUAP, 2009).

La utilizacion de superficies de apoyo es importante tanto desde el punto de vista
de la prevencién, como bajo la déptica de medida coadyuvante en el tratamiento de

lesiones instauradas (GNEAUPP, 2003b).

Las superficies de apoyo son un valioso aliado en el alivio de la presion, pero en
ningun caso sustituyen a los cambios posturales. Estas superficies pueden actuar a dos
niveles: disminuyendo los niveles de la misma, aunque no necesariamente por debajo
de los valores que impiden el cierre capilar, son las denominadas superficies que
reducen la presion, o bien produciendo una reduccién del nivel de la presién en los
tejidos blandos por debajo de la presién de oclusién capilar, ademas de eliminar Ila

friccidn y el cizallamiento, se trata de los sistemas de alivio de la presién.

El uso de una superficie que reduzca o alivie la presidon se ha de realizar de acuerdo
con las necesidades especificas de cada paciente, tal y como recomienda el GNEAUPP

(2003b) y Mclnnes et al. (2011):

- Todo paciente que presente una o varias UPP debe considerarse como de alto
riesgo de desarrollar nuevas lesiones y por tanto debe siempre ser posicionado sobre

una superficie especial para el manejo de la presidn dindmica.

- En el caso de no ser posible, usar una superficie estatica si el individuo puede

asumir varias posiciones sin apoyar su peso sobre la UPP.

- Emplear una superficie dinamica de apoyo si el individuo es incapaz de asumir
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varias posiciones sin que su peso recaiga sobre las UPP.

- Cualquier paciente que necesite superficies de apoyo también necesitara un cojin
especial cuando se siente. Los cojines de aire, de espumas especiales o de gel han

demostrado ser eficaces.

Soporte nutricional. Que el paciente reciba una dieta regular adecuada es un

imperativo para estimular la curacién de la UPP. Para garantizar un aporte nutricional
completo, el paciente debe seguir una dieta equilibrada, aportando la suficiente energia
necesaria para el anabolismo de la UPP, pues las necesidades proteicas estan elevadas,
ademas de todos los nutrientes necesarios sin carencias ni excesos (Reddy et al., 2008).
Por tanto, las necesidades nutricionales de una persona con UPP estdn aumentadas
debido al propio proceso de cicatrizacion. Distintas guias (EPUAP and NPUAP, 2009;
GNEAUPP, 2003b) recomiendan, de forma general, una ingesta con las siguientes
caracteristicas:

- Calorias: 30-35 Kcal/Kg/peso/dia.

- Proteinas: 1,25-1,50 gr/Kg/dia (pudiendo ser necesario el aumento hasta un

maximo de 2 g/Kg/dia).

- Arginina.

- Aporte hidrico: 30 cc/kg/dia.

- Minerales: Zinc, Hierro, Cobre.

- Vitaminas: Vit C, Vit A, Complejo B.
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Por otra parte, esto justifica que los protocolos de actuacidon establezcan la
necesidad de hacer una valoracion del estado nutricional al ingreso y una revisién de
manera periddica, para identificar y corregir los diferentes déficits nutricionales. En
caso de que la dieta no cubra estas necesidades se debe recurrir al aporte de dietas
hiperproteicas y/o hipercaléricas (oral, enteral o parenteral), segun las caracteristicas
de cada paciente, o a suplementos nutricionales formulados especialmente para

pacientes con heridas crénicas (Stratton et al., 2005).

e Soporte psicosocial. La historia psicosocial identifica los factores que influyen en la

experiencia de la enfermedad del paciente, sus preferencias personales y el
funcionamiento de la atencidn prestada al paciente. La evaluacion psicosocial integral
segun Gorecki et al. (2009) incluye: el estado mental, los sintomas psicolégicos (como la
depresion), las preferencias del paciente, las metas de atencién, apoyo social, datos
culturales y de etnia, tipo de calidad de vida, recursos econémicos y nivel de educacién

sanitaria.

1.7.3. Cuidados especificos de la UPP.

Los cuidados, a nivel general, para el tratamiento tienen la finalidad de reconstruir y

remodelar el tejido afectado.

A nivel local, cada uno de los tratamientos aplicados va en funcion del proceso
evolutivo de la herida, por lo que se establece un tratamiento especifico dependiendo del

grado y de las caracteristicas de la lesion. Este tratamiento, ird cambiando segun la
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respuesta de la herida. De tal modo que el GNEAUPP, (2003b) establece un protocolo de

actuacién en funcion del grado de la ulcera.

En el caso de ulceras de grado |, se aconseja aliviar la presion en la zona afectada, la
utilizacion de AGHO (para mejorar la resistencia de la piel y minimizar el efecto de la anoxia

tisular) y el uso de medidas locales en el alivio de la presidn.

En las Ulceras de grado I, Il y IV, el tratamiento propuesto consistird en
desbridamiento del tejido necrético, limpieza de la herida, prevencién y abordaje de la
infeccién bacteriana y eleccidon de un producto que mantenga continuamente el lecho de la

Ulcera humedo y a temperatura corporal.

1.7.3.1. Desbridamiento.

El desbridamiento se realiza con frecuencia en las heridas y consiste en eliminar el
tejido y/o los residuos no viables que se encuentran en el lecho de la herida y que son
medio de cultivo para las bacterias, impidiendo el proceso normal de cicatrizacién. El
objetivo es preparar ese lecho de la herida para recibir productos curativos terapéuticos y
maximizar el proceso de curacién. El tejido no viable puede prolongar el proceso de
curacion mediante el aumento de la inflamacion, los niveles de bacterias y toxinas, y la
inhibicién de reepitelizacidn. El tejido no viable por lo general se presenta como humedo,
amarillo, verde o gris y con el tiempo se convierte en negro seco o marrén (Konig,
Vanscheidt, Augustin, & Kapp, 2005). Los métodos de desbridamiento mas comunmente
usados son: quirurgicos (cortantes), quimicos (enzimaticos), autoliticos y mecanicos. Estos

métodos no son incompatibles entre si por lo que son comiunmente combinados para
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obtener mejores resultados (Madhok, Vowden, & Vowden, 2013).

El desbridamiento quirdrgico estd considerado como la forma mas rapida de eliminar
areas de escaras secas adheridas a planos mads profundos o de tejido necrético hiumedo.
Puede ser parcial, eliminando sélo el tejido no viable (selectivo) o completo (no selectivo),
eliminando tanto tejido viable como no viable, en este caso la intervencién se suele realizar

en quirdfano.

El desbridamiento quirudrgico es un procedimiento cruento que se realiza bien en
quiréfano con el soporte de anestesia local o general, o bien a pie de cama, retirando de
forma selectiva el tejido desvitalizado, en diferentes sesiones y hasta el nivel de tejido
viable. Se realiza con instrumental estéril y extremando las medidas de asepsia. La
eliminacién de tejido necrético o infectado es rapida, por lo que esta indicado en escaras
gruesas, escaras muy adherentes, en tejido desvitalizado de lesiones extensas o profundas,
o cuando hay signos de celulitis o sepsis, siendo este ultimo caso considerado de necesidad

urgente de desbridamiento (Attinger et al., 2006).

El desbridamiento quimico se realiza, fundamentalmente, mediante el uso de
productos que contienen enzimas proteoliticas, disefiadas para ayudar al desbridamiento
qgue se produce de forma fisioldgica en el proceso de cicatrizacion. Es un método de
desbridamiento mas lento, por lo que no se recomienda para tejidos desvitalizados

infectados que requieren ser eliminados de forma rapida (Konig et al., 2005).

Hay diversos productos enzimaticos exégenos, como los que poseen actividad
proteolitica o fibrinolitica, los cuales actuan de forma sinérgica con las enzimas enddgenas,

degradando la fibrina, el colageno desnaturalizado y la elastina de los tejidos necréticos. La
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colagenasa es un ejemplo de este tipo de sustancias y existen evidencias cientificas que
indican que ésta, favorece el desbridamiento y el crecimiento de tejido de granulacidn,
incluso cuando se asocia con el acido hialurénico (Onesti etal.,, 2013). Estos autores
recomiendan proteger la piel periulceral mediante una pelicula barrera y aumentar el nivel
de humedad en la herida para potenciar su accidén. Asi como, no utilizarlas asociadas con
otros preparados quimicos como alcohol, yodo, jabones o sales de plata ya que reduce su

eficacia.

El desbridamiento autolitico es un proceso selectivo mediante el cual se degrada el
tejido no viable a través de la liberacidn, por parte del organismo, de enzimas proteoliticas
enddgenas y por la accion de los fagocitos. Este proceso se favorece mediante el uso de
productos propios de la denominada cura humeda. Asi, cualquier apdsito capaz de producir
condiciones de cura humeda, de manera general y los hidrogeles en estructura amorfa de
manera especifica, son productos con capacidad de producir desbridamiento autolitico

(GNEAUPP, 2003b).

El mecanismo de accion del desbridamiento autolitico se basa en la conjuncidon de tres
factores: hidratacién del lecho de la ulcera, fibrindlisis y accién de las enzimas enddgenas
sobre los tejidos desvitalizados. Esta formula de desbridamiento es considerada mas
selectiva y atraumatica, ya que produce poco dolor, no requiere de habilidades clinicas
especificas y es generalmente bien aceptada por el paciente; sin embargo, presenta una

accién mas lenta en el tiempo (Gray et al., 2011).

El desbridamiento mecanico es un proceso de desbridamiento que elimina el tejido y
los residuos a través de medios mecanicos como ultrasonidos, irrigacion de alta presion,

hidroterapia (hidromasaje) o los apdsitos secos (Madhok et al., 2013). Esta técnica de
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desbridamiento hoy dia esta en desuso por ser traumatica para el lecho de la herida.

1.7.3.2. Limpieza de la lesién.

La bibliografia aconseja que la limpieza de las lesiones se debe realizar al inicio y en
cada cura con suero salino fisioldgico, agua destilada o agua del grifo. Igualmente, se debe
de usar la minima fuerza mecdnica para la limpieza de la Ulcera asi como para su secado
posterior. La presion de lavado ha de ser efectiva para facilitar el arrastre del detritus,
bacterias y restos de curas anteriores pero, sin capacidad para producir traumatismos en el
tejido sano. La utilizacion prolongada de antisépticos locales (povidona iodada, clorhexidina,
agua oxigenada, acido acético, solucién de hipoclorito, etc.) para el lavado de las lesiones
estd demostrado que puede retrasar la cicatrizacién y crear resistencias, al ser productos
guimicos citotéxicos para el nuevo tejido. Ademads, su uso continuado puede provocar
problemas sistémicos por su absorcidén en el organismo. Solamente se recomienda su uso en
los casos en los que exista evidencia de alta carga bacteriana. (Fernandez, Griffiths, & Ussia,

2004; GNEAUPP, 2003b).

1.7.3.3. Prevencidon y abordaje de la carga bacteriana.

Se sabe que en general todas las UPP estan contaminadas por bacterias, sin que las
lesiones estén infectadas. Por definicion, una herida contaminada es una herida con
presencia de bacterias en su superficie; una herida colonizada aparece cuando en su

superficie existen gérmenes contaminantes que se estan multiplicando sin producir
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infeccién. La colonizacidn critica se considera cuando la multiplicacién de bacterias provoca
hechos clinicos como inflamacién o dolor y la herida infectada es aquella en la que los
microorganismos se reproducen en ella invadiendo los tejidos vivos que rodean la lesién
(generalmente se admite la presencia de 100.000 unidades formadoras de colonias por
gramo de tejido), y se asocia a signos y sintomas sistémicos como la fiebre (Bowler,
Duerden, & Armstrong, 2001; Edwards & Harding, 2004). En la mayor parte de los casos una
limpieza y desbridamiento eficaz imposibilita que la colonizacién bacteriana progrese a

infeccidn clinica (Blanco & Torralba, 2009).

Entre los sintomas de infeccidn local de la UPP segun Santy (2008) se encuentran: el
aumento del tamafo de la ulcera, la inflamacién en el tejido periulceral (eritema, edema,
tumor, calor), el aumento del dolor, el mal olor y el aumento del exudado, de caracter

viscoso-purulento.

La infeccidn local debe ser controlada ya que puede derivar a situaciones mucho mas
graves y complejas como osteomielitis de dificil diagndstico, o bien una infeccidon
generalizada (bacteriemia), la cual en algunas ocasiones puede ocasionar la muerte en un

50% de los casos (Livesley & Chow, 2002).

Una vez se han detectado signos de infeccién local, el GNEAUPP establece que se
deberd realizar limpieza y desbridamiento para eliminar todo el tejido desvitalizado. Si
transcurrido un plazo entre 2 y 4 semanas la uUlcera no evoluciona favorablemente, o
continua con signos de infeccion local, habiendo descartado la presencia de osteomielitis,
celulitis o septicemia, debera implantarse un régimen de tratamiento en el que se pueden
utilizar ap6sitos efectivos en la reduccion de la carga bacteriana y tratamiento local de la

infeccion; o bien aplicar durante un periodo maximo de dos semanas, un antibidtico local
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con efectividad contra los microorganismos que mas frecuentemente infectan las UPP (por

ejemplo sulfadiazina argéntica, acido fusidico, etc.) (GNEAUPP, 2003b).

Si la lesién no responde al tratamiento local, esta aconsejado realizar cultivos
bacterianos, preferentemente mediante aspiraciéon percutdnea con aguja o biopsia tisular,
evitando, a ser posible, la recogida de exudado mediante frotis que puede detectar solo
contaminantes de superficie y no el verdadero microorganismo responsable de la infeccidn,
lo que permite establecer el tratamiento antibidtico especifico, reevaluar al paciente y a la

lesion (EPUAP and NPUAP 2009; O’Meara, Al-Kurdi, Ologun, & Ovington, 2010).

1.7.3.4. Eleccion del apdsito adecuado.

La evolucion de una cura en ambiente humedo implica una mayor ventaja coste-
eficacia, ya que reduce el niumero de curas y por lo tanto la manipulacion, y ademas es

beneficiosa para la cicatrizacidn (Finnie, 2002).

La cura en ambiente humedo, fue descrita por primera vez por Winter en 1962 de
forma experimental, demostrando que las lesiones cutdneas cubiertas por una ldmina
impermeable polimérica, presentaban una curacidon dos veces mas rapidas que las que eran
expuestas al aire. Este efecto es debido a que previene la deshidratacidn tisular y la muerte
celular; se promueve la angiogénesis, se estimula la eliminaciéon de fibrina y de tejido
desvitalizado y permite la interaccion celular y la liberacién de factores de crecimiento para

la cicatrizacion (Winter, 1962).

Un aspecto importante en la eleccion de un apdsito es la capacidad de mantener la

humedad del lecho de la herida; por lo que, un apdsito ideal debe tener las siguientes
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caracteristicas: ser biocompatible, proteger la herida de agresiones externas fisicas,
guimicas y bacterianas, mantener el lecho de la ulcera continuamente hiumedo y la piel
circundante seca, eliminar y controlar exudados y tejido necrético mediante su absorcion,
dejar la minima cantidad de residuos en la lesién, ser adaptable a localizaciones dificiles,

respetar la piel perilesional y ser de facil aplicacion y retirada (GNEAUPP, 2003b).

La frecuencia de cambio de apdsito dependerd de sus propias caracteristicas y
sobre todo de las caracteristicas de la herida, ya que por ejemplo, cuando se utiliza un
aposito de hidrocoloide, la absorcién de exudado por éste es mayor y por tanto se necesitan
mas cambios; si por el contrario la herida es menos exudativa, los cambios serdn menos

frecuentes (Heyneman, Beele, Vanderwee, & Defloor, 2008).

Actualmente hay diferentes tipos de materiales para apdsitos (Horn, 2012; Jones,

Grey, & Harding, 2006; Murphy & Evans, 2012) agrupados en:

e Alginatos: se presentan en placa o en cinta y absorben hasta 20 veces su peso en

exudado, siendo utiles en heridas muy exudativas.

e Poliuretanos: comercializados tanto en film, como en espumas poliméricas en placa,
para cavidades o con silicona. Actian como barrera semipermeable y repelen agentes
contaminantes, la carga de exudado que soportan no es muy alta siendo adecuados

para heridas con ligero o moderado exudado.

e Hidrocoloides: estan fabricados con una matriz de celulosa y otros agentes formadores
de gel como gelatina o pepsina. Podemos encontrarlos en placa, en granulos, en pasta,

en fibra y en malla o tul con diversos grosores. Favorecen el desbridamiento autolitico
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y la granulacion. Estdn indicados para heridas con exudado ligero a moderado. Son

impermeables a gases y producen un gel de mal olor.

Hidrogeles: son polimeros de almiddn con alto contenido en agua. Se utilizan para
rellenar cavidades e hidratar. Se encuentran comercializados en placa, en estructura
amorfa, en malla o tul. Al hidratar el tejido disminuyen el dolor en la herida y

favorecen el desbridamiento autolitico y la cicatrizacién.

Siliconas: estan disefiadas para ser hidrofébicas y mantener la humedad. Suelen estar

acompafiadas de una espuma polimérica.

Carbon activado: se encargan de absorber el mal olor, pudiéndose combinar con

alginatos.

Plata: los apdsitos que contienen iones de plata presentan capacidad antibacteriana y
actuan de forma lenta en el lecho de la herida mediante su liberacién o mediante el

contacto de las bacterias tras ser absorbidas por el apdsito.

Apdsitos no adherentes impregnados: pensados para evitar que el apdsito secundario
no se adhiera directamente al lecho de la herida. Algunos de ellos contienen

medicamentos.

Apdsitos de coldgeno: este apdsito aporta coldgeno externo, uno de los elementos

gue mejora la cicatrizacion.

Combinados: estan formados por la combinacion de diferentes productos,

superponiéndolos en distintas capas.
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1.8. Seguimiento de la UPP.

Los estudios clinicos aconsejan un seguimiento de la lesién en todas las UPP,
recogiéndose todos los datos y caracteristicas tanto del paciente como de la lesién

(localizacidén, dolor, tamanio, exudado, etc.) (van Lis et al., 2010).

Los cambios de apdsito o la realizacién de curas dependeran del estado general del
paciente y de las caracteristicas de la herida, asi, en las UPP con tejido de granulacién, el
exudado serd el que condicione la frecuencia de cambios. Se puede recomendar de forma
general que, cuando el exudado de la lesion esté en torno a 1-2 cm del borde del apdsito es
el momento adecuado para su cambio. Si los cambios hay que hacerlos con frecuencia
inferior a los 2-3 dias, se recomienda modificar el producto de tratamiento por otro de
mayor absorbencia y si no lo controla y se asocia a otros signos como retraso en la
cicatrizacion, dolor, decoloracién, etc., habra que valorar la posibilidad de que se encuentre
en situacion de colonizacién critica y tratar la herida como si estuviera infectada (GNEAUPP,
2003b). Si la lesion tiene una elevada carga bacteriana o signos claros de infeccién, la
limpieza y desbridamiento debe hacerse a diario. Si se asocia a productos para el manejo de
la carga bacteriana, como apdsitos de plata, la revision de la lesién deberia hacerse como
maximo cada 48-72 h. En el caso de aumentar el escaldn terapéutico y optar por antibiéticos
tépicos, el cambio debera realizarse en funciéon de la vida media del mismo. Asi, como
ejemplo, la Sulfadiazina argéntica tiene una vida de 12 h por lo que los cambios habra que

realizarlos con esa periodicidad (Garcia Fernandez et al., 2007).

En el afo 1996 el NPUAP (Thomas et al., 1997) desarrollé y validé un instrumento
llamado Pressure Ulcer Scale for Healing (PUSH) que permite documentar la cicatrizacion de

una UPP. Esta escala PUSH tiene 3 parametros de medida que son:
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e Area de la herida, relacionando alto mayor (en direccién céfalo-caudal) versus el
ancho mayor (en linea horizontal de derecha a izquierda), en centimetros cuadrados.
Una vez obtenida el drea de la herida, se compara con los valores de la escala que
varian de 0 a >24cm’ y puntuaciones que varian de 0 a 10, de acuerdo con el area
obtenida.

e Cantidad de exudado, que se clasifica como: ninguno, ligero, moderado y abundante,
gue corresponden a puntuaciones de 0 (ninguno) a 3 (abundante).

e Tipo de tejido prevalente en la herida, siendo tejido necrético, esfacelar, de
granulacién, epitelial o cicatrizado, con puntuaciones de 0 (cicatrizado) a 4

(necrdtico).

Las puntuaciones obtenidas en cada parametro dan una puntuacidon total, cuya
variacion posible va de 0 a 17. El instrumento PUSH determina las condiciones y la
evaluacién de la herida. Asi, puntuaciones mayores indican malas condiciones de la ulceray

puntuaciones menores indican mejoria en el proceso de cicatrizacion de la lesién.

2.FACTORES DE CRECIMIENTO Y CITOQUINAS

El proceso de cicatrizacion de heridas es un proceso complejo que se desarrolla a
través de la superposicion de diversas etapas, que comienza con la hemostasia e
inflamacién y termina con la remodelacién. Todo este progreso es mediado por una serie de
factores que actuan interrelacionados entre si, entre los que destacan los factores de
crecimiento (FC) y las citoquinas, ademas de otros factores vasculares, hormonales vy

genéticos.
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2.1. Factores de crecimiento.

Los FC son polipéptidos biolédgicamente activos cuya funcion es la regulacién de la
diferenciacién, proliferacion, migracion y metabolismo en las células diana, regulando la
sintesis de moléculas de adhesién especificas, que controlan la interaccion entre células y
entre éstas y el sustrato. Cada FC puede tener una o varias funciones fundamentales sobre
una célula concreta y sus acciones especificas dependerdn de las circunstancias concretas

del entorno celular (Barrientos, Stojadinovic, Golinko, Brem, & Tomic-Canic, 2008).

Estos FC secretados por la célula, interaccionan con otras células a través de su
receptor correspondiente o con la matriz extracelular. Los receptores son proteinas de
membrana que transmiten una sefial especifica al interior celular. La unién de los FC a sus
receptores desencadena una cascada de reacciones intracelulares que amplifican la sefal
produciendo asi la activacidon nuclear para la sintesis de proteinas. La unién de un FC a su
receptor se conoce como interaccién ligando-receptor. Estas interacciones son muy
especificas y pueden ocurrir de manera simple, en la que el FC especifico (denominado
ligando) se une a un uUnico receptor celular, o pueden ocurrir de manera mas compleja en la
gue uno o varios ligandos se unen a uno o varios receptores (Yoon & Boden, 2002). Una vez
establecida la interaccion ligando-receptor, el receptor se activa al producirse un cambio en
su conformacion. Los receptores poseen dominios extracelulares que se unen al ligando y
dominios intracelulares que se unen al sistema de transduccién de sefiales y lo activan. En
este sistema de transduccidn de sefiales interviene, en parte, el denominado factor de
transcripcién, una proteina intracelular que se activa como parte de las vias de sefializacién
iniciadas por el dominio intracelular de un receptor. El factor de transcripcion activado viaja

al nucleo, se une al ADN nuclear e induce la expresién de un gen o un grupo de genes
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nuevos. La expresién de estos genes nuevos por parte de una célula es la que, en ultima
instancia, modifica las caracteristicas de dicha célula. El tipo de activacién y el factor de
transcripcién especifico varian con la célula diana, la combinacidon de receptor-FC y la

competencia bioldgica de la célula (Bonete Lluch, 2006).

Los FC pueden ser secretados por diferentes tipos de células que participan en el
proceso de cicatrizacion como plaquetas, células mediadoras de inflamacion, fibroblastos,
células endoteliales, vasculares o epiteliales y dependiendo de cémo son secretados, esos

FC tienen diferentes acciones (Singh & Harris, 2005):

e Estimulacion Autocrina, se produce cuando el FC se une a la misma célula que lo ha
secretado o a otras células con un fenotipo idéntico al de dicha célula, suponiendo una

auto-estimulacion metabdlica.

e  Estimulacion Paracrina, se produce cuando el FC actua sobre células adyacentes. Este
efecto ocurre en las células colindantes para producir proliferacién e incremento de la

sintesis de la matriz extracelular proteica.

e [Estimulacion Endocrina, el FC interacciona o estimula a una célula que tiene un
fenotipo distinto al de la célula que lo secretd y que esta ubicada en una zona

anatémica lejana.

e Estimulacion Yuxtacrina, el FC se une al receptor de la membrana celular de una

célula y ésta interacciona con otra adyacente.
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2.2. Factores de crecimiento que intervienen en la cicatrizacion de

heridas.

Entre los FC que participan en el proceso de cicatrizacion se encuentran: el factor de
crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), el factor de crecimiento andlogo a la insulina
(IGF) y entre éstos, el IGF-I y IGF-II, los factores de crecimiento transformantes (TGFs) y en
concreto el TGF-B, el factor de crecimiento de fibroblastos (FGF) y especialmente el FGF-
acido y el FGF-basico, el factor estimulador de granulocitos-macréfagos (GM-CSF), el factor
de crecimiento epidérmico (EGF), el factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF), las
proteinas morfogenéticas dseas (BMP), entre otros. También juegan un papel importante en
los procesos de reparacién, concretamente en las fases de inflamacién, las citoquinas,
producidas por las células blancas sanguineas, entre las que se citan las Interleuquinas (IL):

IL-1, IL-3, IL-6, IL-8, entre otras (Werner & Grose, 2003).

PDGF (Platelet-Derived Growth Factor). El PDGF esta compuesto por 2 cadenas

de polipéptidos que se unen para formar diferentes dimeros, comprendiendo asi una
familia de FC de homo o heterodimeros, que incluyen el PDGF-AA, PDGF-AB, PDGF-BB,
PDGF-CC, y PDGF-DD. Para que las distintas isoformas de PDGF ejerzan su funcién
deben interaccionar con sus receptores correspondientes. Existen dos tipos de
receptores, a y B. La porcidn intracelular de estos receptores posee un dominio tirosina-

quinasa, a través del cual el PDGF ejerce su funcion (Heldin, Eriksson, & Ostman, 2002).

El PDGF activa la mitogénesis y la quimiotaxis de células al lecho de la herida
cutdnea tales como macrofagos, fibroblastos, células de musculo liso y neutrofilos

(Trengove, Bielefeldt-Ohmann, & Stacey, 2000), provocando una produccién de matriz
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extracelular y sintesis de colageno tipo I. Diferentes estudios clinicos han demostrado
un efecto beneficioso de PDGF en el tratamiento de la cicatrizacion de heridas, siendo
el PDGF el primer FC que se ha probado para el tratamiento de las ulceras en humanos

(Mandracchia, Sanders, & Frerichs, 2001; Nagai & Embil, 2002).

El PDGF se encuentra en elevadas concentraciones en las plaquetas, en los
macréfagos, en las células endoteliales vasculares, fibroblastos y queratinocitos
(Bennett, Griffiths, Schor, Leese, & Schor, 2003). Esta proteina se almacena en los
granulos alfa de las plaquetas y se libera cuando las plaquetas se agregan y se inicia la
cascada de la coagulacion en la herida. Sobre los fibroblastos, en primer lugar provoca
su proliferacién y después induce sobre ellos un cambio en el fenotipo hacia
miofibroblastos (Rhee & Grinnell, 2006). Ademads, favorece la angiogénesis y el
desbridamiento de la herida al inducir la llegada de macrdéfagos, en los cuales activa la

produccién y secrecién de FC como el TGF-B (Uutela et al., 2004).

El efecto ejercido por el PDGF y su expresidn sugiere una accidn paracrina, ya que los
ligandos son frecuentemente expresados en la epidermis, mientras que los receptores

se encuentran en la dermis y en el tejido de granulacion (Werner & Grose, 2003).

TGF-B (Transforming Growth Factor-f). Los TGFs son unas moléculas que

incluyen una subfamilia de proteinas que comprende desde el TGF-B1 hasta el TGF-33,
las proteinas morfogenéticas dseas (BMPs) y las activinas. Las formas TGF-B1, TGF-B2, y
TGF- B3 se encuentran en los mamiferos y es la forma TGF-B1 la que predomina en el
proceso de cicatrizacion de heridas cutaneas. Son producidas por macréfagos,

fibroblastos, queratinocitos y plaquetas (Eppley, Woodell, & Higgins, 2004).
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Las isoformas TGF-B son secretadas como precursores latentes en forma de
complejo TGF-proteina y necesitan bien de activacién enzimatica, cambios de pH
(acido) o bien aumento de la temperatura, para que se produzca la escision de la
proteina y poder asi ejercer su funcién al interaccionar con uno de sus tres receptores
especificos: TGFR-I, -1l y —lll. No obstante el tipo Ill parece que no es un receptor
verdadero porque no implica respuesta intracelular; el —I y el —Il realizan los
mecanismos de sefializacidn celular a través de proteinas serina-treonina-quinasa del

citoplasma (W. Liu et al., 2005).

En el proceso de cicatrizacion, el TGF-B1 es importante en la mediacion de la
inflamacidn, de la angiogénesis, la regeneracion de tejido conectivo y la reepitelizacion.
Se ha mostrado que tienen una mayor expresién coincidiendo con el comienzo de la
lesidn. Entre sus funciones destacar que el TGF-B1 facilita el reclutamiento de células
inflamatorias adicionales y aumenta el desbridamiento del tejido mediado por

macrofagos (Barrientos et al., 2008).

El TGF-B aunque se localiza en diferentes tejidos, es en las plagquetas donde se
encuentra en mas abundancia, al igual que en las células mesenquimales

pluripotenciales, en los osteoblastos, en los condrocitos y en el callo de fractura.

BMPs (Bone Morphogenetic Proteins). Ademas de las activinas y de los TGF-B,

las BMPs juegan un papel importante en la cicatrizacién de heridas, concretamente la
BMP-2, la BMP-4 o la BMP-7, se expresan en lesiones de piel en ratones adultos
(Wankell et al., 2001). Los lugares de expresion en la piel aun no han sido bien definidos

pero si se conoce, por estudios realizados en animales, que la presencia exdgena de
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BMP-2 induce una respuesta reparadora en la dermis y epidermis (Stelnicki et al., 1998).
La BMP-6 si estd mejor documentada y se sabe que su expresion es elevada en el borde
de la herida para la reparacién de la epidermis, asi como en los fibroblastos en el tejido
de granulacién. Después del cierre completo de la herida, la BMP-6 se encuentra
acumulada en las capas suprabasales de la nueva capa de la epidermis (Kaiser et al.,
1998). Esta localizacién, unido a los resultados obtenidos en estudios in vitro, sugiere un
papel de la BMP-6 en la inhibicion de la proliferacion de los queratinocitos y la
induccion de su diferenciacion (D’Souza, Pajak, Balazsi, & Dagnino, 2001; McDonnell,

Law, Serra, & Moses, 2001).

FGF (Fibroblast Growth Factor). EL FGF comprende una familia de polipéptidos

estructurales de FC que incluyen 23 miembros. De éstos, los tres miembros mas
importantes implicados en la cicatrizacidon de heridas cutaneas son FGF-2, FGF-7 y FGF-
10. Los FGFs son producidos por los queratinocitos, fibroblastos, células endoteliales,
células de musculo liso y condrocitos. Se han descrito dos tipos de FGFs, el acido (aFGF)
y el basico (bFGF) con semejanzas estructurales. Los FGF transducen sus sefales a
través de cuatro proteinas transmembrana de alta afinidad tirosina-quinasas ubicadas
en las células diana, dando lugar a cuatro tipos de receptores: FGF receptores 1-4

(FGFR1-4) (Ceccarelli et al., 2007; Powers, McLeskey, & Wellstein, 2000).

Su principal funciéon es potenciar la mitogénesis en las primeras fases de la
curacion, poniendo en marcha los mecanismos de regeneracion tisular, como son la
estimulacion para la proliferacion de la mayoria de las células implicadas en la

reparacion: células capilares endoteliales, células vasculares endoteliales, fibroblastos,
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gueratinocitos y ciertas células especializadas, como condrocitos y mioblastos

(Lieberman, Daluiski, & Einhorn, 2002).

EGF (Epidermal Growth Factor). Son una de las familias de FC que acttan en la

cicatrizacién de heridas que mejor caracterizadas estdn. La familia de EGF esta
compuesta por una serie de proteinas cuyas estructuras son muy similares y cuyas
funciones son también parecidas pero no idénticas. En esta familia podemos encontrar
diferentes proteinas entre las que se destacan el HB-EGF, el TGF-a, la epirregulina, la
anfirregulina, la betacelulina o la neuregulina.

En epidermis humana sana, el EGF puede ser localizado a lo largo de toda la
epidermis, aunque su presencia membranosa es mas prominente en la capa basal. La
estimulacién del EGF conduce a la activacidon de un nimero de vias convergentes para la
promocién de la migracion celular y la proliferacion. En estudios in vitro, se describe
qgue el EGF desempefia un papel importante en la reepitelizacion mediante el aumento
de la proliferacion de queratinocitos y la migraciéon celular en heridas agudas

(Barrientos et al., 2008).

Aunque el EGF no aumenta la sintesis de proteinas de matriz extracelular como el
colageno, los trabajos recientes apuntan a que lo hace por un mecanismo indirecto,
atrayendo fibroblastos por quimiotaxis, los cuales sintetizan colageno, produciéndose

un aumento del colageno total (Cheung, Katti, Rosier, & Laurencin, 2003).

VEGF (Vascular Endotelial Growth Factor). El VEGF incluye una familia de FC

como VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E y factor de crecimiento de placenta

(PLGF). Ejercen sus funciones bioldgicas mediante la unidn a tres receptores
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transmembrana denominados VEGFR-1, VEGFR-2 y VEGFR, que carecen de actividad
tirosina-quinasa. Sobre la funcién bioldgica de VEGF se sabe que es un potente agente
mitogénico para células endoteliales, por lo que favorece la angiogénesis en la

cicatrizacion de la herida (Gale & Yancopoulos, 1999; Tsou et al., 2002).

ANGIOPOYETINA. Ademas de los VEGFs, la angiopoyetina comprende una segunda

familia de FC cuya funcién es la regeneracion del endotelio vascular. Se conocen cuatro
isoformas de esta molécula que se unen a cuatro receptores que poseen un dominio
transmembrana con actividad tirosina-quinasa, que exclusivamente se encuentran en
las células endoteliales. Las isoformas Angiopoyetina-1 y -4, son activadoras de los
receptores, mientras que las isoformas -2 y -3 se sospecha que bloquean los receptores
(Werner & Grose, 2003).

A diferencia de VEGFs, la angiopoyetina no regula la proliferacién de las células
endoteliales; sin embargo, la angiopoyetina-1 es responsable de la estabilizacién
de los vasos sanguineos, mientras que la angiopoyetina-2 causa desestabilizacion y

remodelacién (Gale & Yancopoulos, 1999).

IGF (Insulin-like Growth Factor). EL IGF comprende a una familia de polipéptidos

con una estructura similar a la hormona insulina. Son potentes estimuladores de
mitogénesis de muchos tipos de células y ejercen su funcidn a través de mecanismos
autocrinos, paracrinos o endocrinos. Sus acciones estan mediadas a través de la
conexion con los receptores IGF tipo |, a una proteina tirosina-quinasa cuya estructura

es similar a la de los receptores de insulina. Existen dos tipos de IGFs: IGF-I e IGF-Il. La
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isoforma IGF-l es mds potente que la IGF-1l, aunque esta Ultima sea mas abundante
(Cheung et al., 2003).

Los IGFs son secretados fundamentalmente por el higado en respuesta a la
hormona del crecimiento (GH), por las células de la epidermis, por los osteoblastos y
por otras células de tejidos no esqueléticos. Se conoce que su secrecidon se ve
incrementada por los FC locales y hormonas (Gh, estrégenos, progesterona) mientras
qgue los glucocorticoides tienen un efecto inhibidor. La vida media de una IGF es muy
corta. In vivo las IGFs estan ligadas a proteinas complejas (IGFBPs), describiéndose hasta
seis IGFBPs diferentes (tipo I-tipo VI). Desde el tipo Il al Tipo VI estan producidas por los

osteoblastos (Bitar, 2000).

El IGF-I y el IGF-1I estimulan la proliferacidn celular osteoblastica y la sintesis de
colageno tipo I. Las IGFs son muy abundantes en el hueso y regulan la formacién ésea
de una forma autocrina y paracrina. Varios estudios han puesto de manifiesto un efecto
beneficioso del IGF-I en la cicatrizacion de las heridas, en particular en combinacién con

otros FC (Jeschke et al., 1999; Lynch, Colvin, & Antoniades, 1989).

SF (Scatter Factor). La familia de los factores de dispersién estd compuesta por dos

miembros: el factor de crecimiento derivado del hepatocito (HGF/SF) y la proteina
estimulante de los macréfagos (MPS). Ambos son secretados como precursores
inactivos (Comoglio & Boccaccio, 2001).

El HGF es producido por las células mesenquimales y sus funciones las realiza a
través de una conexion de alta afinidad con el receptor transmembrana tirosina-

guinasa, presente en diversos tipos de células, denominado Mesenchymal-Ephitelial
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Transition Factor (MET). Esta molécula estimula la migracidn, la proliferacion y la
produccién de queratinocitos (Dunsmore etal.,, 1996; Matsumoto, Hashimoto,
Yoshikawa, & Nakamura, 1991), asi como la angiogénesis (Bussolino et al., 1992), por
tanto juega un papel importante en la cicatrizacién de heridas. Este efecto sobre la
angiogénesis en la herida parece ser mediado a través de VEGF-A, segun se ha podido

comprobar en ratones (Toyoda et al., 2001).

La MPS es una proteina que regula la proliferaciéon y diferenciacién de diversos
tipos de células. Al ser una proteina inactiva que requiere ser activada y unido al hecho
de que sus receptores estan presentes en diferentes células como los macréfagos y
gueratinocitos, es por lo que se ha sugerido su participacién en la reparacién de heridas

(Werner & Grose, 2003).

NGF (Nerve Growth Factor). El factor de crecimiento nervioso (NGF) es un

polipéptido que ademas de su funcién protectora de las fibras nerviosas del sistema
nervioso central y periférico, desempena un papel clave en Ila iniciacion y
mantenimiento de la inflamacién en diversos érganos; estimula la proliferacién celular e
inhibe la apoptosis de los queratinocitos in vitro (Pincelli, 2000), aumenta la expresion
de moléculas de adhesion en células endoteliales (Raychaudhuri, Raychaudhuri,
Weltman, & Farber, 2001), tiene un potente efecto sobre la migracion de fibroblastos a
la zona de la herida y aumenta la expresién de actina en el musculo liso, asi como la
contraccion de estas células. Esto ha sugerido que quizas el NGF puede actuar
regulando diversos procesos durante la cicatrizacion de heridas cutaneas (Micera et al.,

2001).
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CTGF (Connective Tissue Growth Factor). El factor de crecimiento del tejido

conectivo (CTGF) es un miembro mas de una familia de proteinas que, junto con el

cysteine-rich 61 (cyr61), actian en el proceso de reparacion de heridas.

El CTGF es sintetizado por muchos tejidos y érganos y su funcion es la estimulacion
y proliferacion de fibroblastos y el aumento de la quimiotaxis (Bradham, lgarashi,
Potter, & Grotendorst, 1991). Ademas es un importante inductor de matriz extracelular,
aumentando el colageno tipo | y la fibronectina, y actia como mediador del TGF-f1 en

el proceso de cicatrizacién (Kothapalli, Frazier, Welply, Segarini, & Grotendorst, 1997).

En estudios in vitro se ha demostrado la capacidad de cyr61 para la regulacion de la
inflamacion, la angiogénesis y la interaccion de las células con la matriz (C. C. Chen, Mo,

& Lau, 2001).

2.3. Citoquinas.

Las citoquinas son polipéptidos secretados por linfocitos, macréfagos, células

endoteliales, hepatocitos, células gliares y otros tipos celulares que poseen actividad

hormonal y por lo general, actidan de una forma paracrina regulando diferentes respuestas

inmunitarias, regulando actividades celulares y participando como mediadoras de diversos

procesos.
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2.3.1. Citoquinas que intervienen en la cicatrizacion de heridas.

Las citoquinas son moléculas activas que participan en el proceso de cicatrizaciéon de
heridas, ya que estimulan la migracion de multiples tipos de células a la zona de la herida,
particularmente las células implicadas en la respuesta inflamatoria. Ademas, la presencia de
receptores de citoquinas en determinadas células de la zona de la herida sugiere que
también contribuyen a la regulacion de la reepitelizacidn, la remodelacién de tejidos, y la
angiogénesis. Entre ellas podemos destacar las interleuquinas (IL), las linfoquinas y varias
moléculas relacionadas con la sefalizacidn, tales como el factor de necrosis tumoral (TNF-o.)

y los interferones (Raja, Sivamani, Garcia, & Isseroff, 2007).

Existe un grupo de citoquinas denominadas quimiocinas (citoquinas quimiotacticas)
gue estimulan la quimiotaxis y extravasacién de leucocitos en las heridas. Este grupo esta
compuesto por una gran familia de 50 moléculas que se subdividen en 4 subfamilias,
dependiendo de si las dos primeras cisteinas de su estructura molecular estdn o no
separadas por otro aminodcido, de esta forma se dividen en las quimiocinas CXC (cis-X-cis),
las quimiocinas CC (cis-cis), las quimiocinas CX3C o linfotactinas, y las C-quimiocinas o

fractalquinas (Barrientos et al., 2008).

En general las CXC son potentes quimioatrayentes para neutréfilos mientras que las
CC atraen mas eficientemente a los monocitos. Dado que las respuestas inflamatorias se
inician con la migracién de estas células hacia el foco inflamatorio, dirigidas por la accién de
las quimiocinas, estas moléculas son altamente inducibles en una amplia variedad de células
por estimulos proinflamatorios como el LPS bacteriano, la IL-1, el TNF-o. o el IFN-y. Algunas
CC son también potentes atrayentes de eosindfilos, basofilos, macrdofagos, mastocitos vy

células T memoria, iniciando asi una respuesta inflamatoria como consecuencia de una
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respuesta inmune especifica en la zona de la herida (DiPietro, Polverini, Rahbe, & Kovacs,
1995; Wetzler, Kampfer, Stallmeyer, Pfeilschifter, & Frank, 2000). Ademads, se ha detectado
la presencia de receptores de quimiocinas en las células del tejido reepitelizado, lo que
sugiere que también participan en la remodelacion del tejido epitelial y en la angiogénesis.
Todo ello hace pensar que las quimiocinas participan en el proceso de cicatrizacién de

heridas cutaneas de una manera activa (Gillitzer & Goebeler, 2001).

En relacién con la IL-8, esta citoquina se expresa en las heridas cutdneas, provocando
una respuesta inflamatoria por un efecto quimiotdctico. No obstante, su papel a nivel de la
cicatrizacion de la herida no esta claro. Mientras unos estudios muestran que esta citoquina
inhibe la proliferacién de los queratinocitos y la contraccion del coldgeno, lo que sugiere que
niveles elevados de IL-8 retrasan la cicatrizacion de la herida (locono et al., 2000), otros
estudios ponen de manifiesto que la IL-8 promueve la proliferacion de los queratinocitos in

vitro (Rennekampff et al., 2000).

Las citoquinas proinflamatorias, incluyendo la IL-1-a, la IL-1-B, las IL-6 y TNF-q,
desempefian procesos como la estimulacion de la proliferacién de queratinocitos y
fibroblastos, quimiotaxis de fibroblastos, regulacién de la respuesta inmune y la sintesis y
estructuraciéon de matriz extracelular. Los polimorfonucleares, los macréfagos y los
leucocitos expresan estas moléculas, ademas de otros tipos celulares en la herida cuténea, y
se conoce que los glucocorticoides inhiben la expresidon de estas citoquinas proinflamatorias

(Feiken, Rgmer, Eriksen, & Lund, 1995).

La IL-10 regula y limita el proceso de inflamacién, por ello es una citoquina

antiinflamatoria que también participa en el proceso de cicatrizacion. Ademas regula el
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crecimiento y/o diferenciacién de las células inmunoldgicas implicadas, queratinocitos y

células endoteliales en la herida (Moore, de Waal Malefyt, Coffman, & O’Garra, 2001).

El factor estimulante de colonias de granulocitos y monocitos (GM-CSF) es una
citoquina pleiotropica que, ademas de su efecto sobre las células hematopoyéticas, muestra
una accién mitogénica para los queratinocitos (Kawada et al., 1997) y es capaz de estimular
la migracidn y proliferacién de las células endoteliales, desempefiando un papel importante

en la cicatrizacion de heridas (Groves & Schmidt-Lucke, 2000).

En la tabla 2 se exponen las citoquinas mas relevantes y su mecanismo de accion en

las ulceras.
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Tabla 2. Tipos de citoquinas y su mecanismo de accién en el proceso de cicatrizacién de

las ulceras (Marinel-lo Roura, 2005).

TIPOS DE CITOQUINAS ACCION

iL-1 Precursor de IL-2 e IL-2R en los linfocitos T
IL-2 Proliferacién de linfocitos Ty B
IL-3 Proliferacion de prelinfocitos
IL-4 Proliferacion de linfocitos
IL-5 Activacidn de linfocitos B. Incremento de eosindfilos
IL-6 Activacién de reactantes en fase aguda
IL-7 Proliferacién de linfocitos T inmaduros
IL-8 Quimiotactismo para polinucleares
IL-9 Incremento de linfocitos T
IL-10 Incremento de mastocitos y timocitos
IL-11 Incremento de prelinfocitos
IL-12 Células NK
IL-13 Activacion/inhibicion de TNF-a
IL-14 Proliferacién de linfocitos B
IL-15 Proliferacidn de linfocitos T
IL-16 Bloqueo de CD4R
IL-17 Proinflamatoria. Incremento de 6xido nitroso
GM-CSF Activacion de granulocitos y macréfagos
TNF-a Activacién de leucocitos
TNF-B Incremento de la linfotoxicidad
TGF-a Proliferacidon de queratinocitos
TGF-f Incremento de la quimiotaxis
IFN-y Activacion de macréfagos
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3.PROCESO DE REPARACION TISULAR

La lesién de un tejido activa una serie de acontecimientos que se inician desde el
mismo momento de la lesidn y que forman parte del proceso de cicatrizacidn. Este proceso
puede dividirse de forma amplia en regeneracién y reparacion (Kumar, Abbas, Fausto, &
Aster, 2009): La regeneracidén permite la recuperaciéon completa del tejido dafiado o
lesionado, mientras que la reparacion puede recuperar algunas estructuras originales,

ocasionando algunas alteraciones estructurales.

La regeneracidn se refiere a la proliferacion de células y tejidos para reemplazar
estructuras perdidas; cuando se trata de tejidos complejos a veces este proceso no puede

producirse y es entonces cuando se produce la reparacién.

En la reparacion, la proliferaciéon de las células viene regulada por mecanismos de
sefializacion celular entre los FC y los receptores, que tienen capacidad incluso para

modificar el ciclo celular.

Si la lesién del tejido es grave o crdnica, y resultan dafiadas las células
parenquimatosas y el soporte estructural del tejido, como es el caso de las heridas crénicas
profundas, no serd posible la curacién mediante regeneracion, sino que serad posible
mediante la reparacién por el depdsito de colageno y otros componentes de la matriz
extracelular, causando la formacidon de una cicatriz. En contraste, con la regeneracién que
implica la restituciéon de los componentes del tejido, la reparacién es una respuesta
fibroproliferativa que “parchea” el tejido en lugar de recuperarlo. En la mayor parte de los
procesos de cicatrizacidn se produce una combinacidn de reparacidn y regeneracion (Kumar

et al., 2009).
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Durante el proceso biolégico de cicatrizacion de heridas se pueden distinguir dos
tipos de procesos de reparacién: por segunda intencién; es decir, cuando la pérdida de
células o tejido es extensa y la reparacién precisa de un intervalo temporal mds amplio, este
proceso de reparaciéon es mds complejo, que el proceso de reparacidon por primera
intencién, donde se realiza una aproximacién de los bordes de la herida mediante sutura
quirudrgica y la pérdida de la piel sdlo causa una interrupcién focal de la continuidad de la
membrana basal epitelial y la muerte de un numero relativamente escaso de células

epiteliales y de tejido conjuntivo .

El proceso de cicatrizacion de heridas cutdneas se divide en 3 fases diferenciadas que
son: fase de hemostasia e inflamacidn, fase proliferativa y fase de maduracion y

remodelacién (Broughton, Janis, & Attinger, 2006).

3.1. Fase de hemostasia e inflamacion.

Toda esta fase tiene lugar desde el momento de la lesidn hasta el dia 4-6. Cuando se
produce un dafio en los tejidos, los vasos sanguineos resultan afectados, y es en estos
donde se inicia el proceso de cicatrizacién mediante una serie de mecanismos que se ponen
en marcha para producir un codgulo hemostatico. Este primer proceso, el de hemostasia y
coagulacion, es un proceso que tiene lugar gracias a la cascada de los factores de la
coagulacion, tanto por la via extrinseca (activada por los extractos de tejido expuestos en la
zona lesionada y que activa al Factor Xll), como por la via intrinseca (la cual activa el Factor
VIl por la presencia de colageno expuesto y los cambios en la membrana basal del endotelio

lesionado). Ambas vias activan el Factor X, que sera el responsable de activar la via comun
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gue termina con la conversion del fibrindgeno en fibrina. Al mismo tiempo que ocurre la
cascada de la coagulacion, los vasos lesionados mantienen un estado de vasoconstriccion
qgue dura en torno a 5-10 minutos, y se lleva a cabo la agregacion y degranulacion
plaquetaria, consiguiendo asi reducir la pérdida de sangre y llenar el hueco del tejido
lesionado con un coagulo de sangre formado por citoquinas y FC, entre otros (Martin, 1997;

Reinke & Sorg, 2012).

Una vez transcurrido este tiempo en el que se ha mantenido la vasoconstriccién, se
produce una vasodilatacién que aporta mayor flujo sanguineo y con ello una mejora de
oxigeno que regula el pH y a su vez aporta nuevas plaquetas a la zona del codgulo
hemostatico. Estas plaquetas, al degranularse, aportan nuevos factores quimiotacticos,
como el GM-CSF, que atrae a los leucocitos, y también aportan citoquinas como la IL-1, la IL-
6 o el TNF-a que estimularan el proceso inflamatorio, el inicio de los sucesivos procesos de
sintesis de colageno, la activacion de la transformacién de los fibroblastos a miofibroblastos
o la de la angiogénesis. Esta vasodilatacién puede ser reconocida por una hiperemia local y

edema perilesional. (Robson, Steed, & Franz, 2001; Werner & Grose, 2003).

La fase inflamatoria, que se activa durante la fase de hemostasia y coagulacion, se
caracteriza por la migracion de neutrdfilos a la herida. La funcién de los neutréfilos es crucial
en los primeros dias después de la lesién debido a su capacidad de fagocitosis, a la secrecion
de proteasas antimicrobianas y a la degradacién del tejido necrdtico. Por otra parte, actian
como quimioatrayentes para otras células que estan implicadas en esta fase ya que los
neutrdfilos liberan mediadores tales como el TNF-a, la IL-1B o la IL-6, que amplifican la
respuesta inflamatoria y estimulan el VEGF y la IL-8 (Eming, Krieg, & Davidson, 2007). Los

macréfagos son una de las células mas activas en la fase inflamatoria y tienen funciones

65



como la de promocién y resolucién de la inflamaciéon o la de eliminacidn de células
apoptodticas. Junto a las funciones inmunoldgicas como células presentadoras de antigenos
durante la reparacion de heridas, los macréfagos desempefian un papel importante en el
éxito de la reparacién de la herida ya que sintetizan numerosos FC tales como el TGF-B, el
TGF-a, el PDGF o el VEGF, que promueven la proliferacion celular y la sintesis de moléculas
de la matriz extracelular que serdn cruciales para las sucesivas fases del proceso de

reparacion (Koh & DiPietro, 2011).

3.2. Fase proliferativa.

Esta fase se desarrolla transcurridos 3 dias después de que comience la fase de
hemostasia y coagulacién y perdura hasta el dia 10. En esta fase los fibroblastos juegan un
papel importante ya que seran las principales células que, bajo el control y la regulacién de
FC como el IFN-y y el TGF-B, construyan una nueva matriz de tejido conectivo compuesto de
colageno, fibronectina y otros elementos de soporte que provoquen el cierre de la herida

(Bauer, Bauer, & Velazquez, 2005).

La migracion de los fibroblastos se realiza desde el tejido sano circundante hasta la
matriz de fibrina que se construyd en la fase de hemostasia, ademads, aparece un aumento
de la proliferacién de los fibroblastos debido a la estimulacién por parte de los FC
contenidos en dicha matriz, como el TGF-B1, el PDGF, el FGF, el EGF o el VEGF, que activan
la mitosis celular produciendo el tejido de granulacién. La migracion de los fibroblastos se
hace posible ya que determinadas enzimas y proteasas séricas como la plasmina o la

colagenasa, sumadas a otras que secreta el propio fibroblasto, facilitan el desplazamiento
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celular. Esta degradacién proteolitica es regulada por el factor TGF-B, el cual induce la

secrecién de inhibidores de las proteinasas (Reinke & Sorg, 2012).

Una vez los fibroblastos alcanzan la matriz de fibrina y proliferan, comienzan a
fabricar una nueva matriz cuya base sera el coldgeno, ademas de la fibronectina y el acido
hialurdnico, y que estara regulada por el IFN-y (Clark, Folkvord, Hart, Murray, & McPherson,

1989).

Otro de los procesos que ocurren de forma paralela a la proliferacion de los
fibroblastos es el proceso de angiogénesis. La activacién de la mitosis de las células
endoteliales, de los vasos lesionados, se realiza mediante FC como el VEGF, el PDGF o el
FGF. Esta activacion del proceso provoca en las células endoteliales, la sintesis de proteasas
locales que son capaces de disolver la lamina basal de endotelio para poder migrar y
proliferar. De esta forma se construyen pequefos canales que se interconectan entre si
formando una red vascular por la que circulara el torrente sanguineo aportando nuevos FC;
resultando un tejido denso que se compone de un alto numero de fibroblastos,
granulocitos, macréfagos y pequenas redes vasculares inmersas en una red de coldgeno

(Sorg, Krueger, & Vollmar, 2007).

La reorganizacién de los componentes de la matriz, asi como la maduracién de los
fibroblastos hacia miofibroblastos son esenciales para finalizar la etapa de proliferacién

(Hinz, 2007).

3.3. Fase de re-epitelizacion y remodelacion.

Esta fase comienza el dia 8 y puede llegar a un afo, dependiendo del grado de la
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lesidn. La epitelizacidn se logra gracias al crecimiento de los queratinocitos locales del borde
de la herida. Este proceso es activado por las vias de sefializacion de diferentes células
epiteliales y no epiteliales del borde de la herida, las cuales liberan citoquinas y FC como el
EGF, el KGF, el IGF-1 o el NGF (Lau, Paus, Tiede, Day, & Bayat, 2009). Para que los
gueratinocitos puedan migrar y cubrir por completo la herida es necesario un cambio en su
fenotipo que consiste fundamentalmente en una retraccion de sus tonofilamentos y el
desarrollo de filamentos de actina, cuya activacion se logra mediante la IL-1, resultando una
célula con mayor capacidad proliferativa y migratoria (Jacinto, Martinez-Arias, & Martin,

2001).

La proliferacion ocurre en forma superpuesta a la migracién, es decir, mientras las
células epiteliales migran a través de la herida, las células proximales proliferan por el
estimulo de FC solubles como el EGF, el TGF-qa, el PDGF o el FGF. Para que el queratinocito
finalice su proliferacion y migracion es necesario que intervengan FC, como el IFN-y, el cual
lo estimula para secretar citoqueratina que hara al queratinocito mas contractil, o el TGF-
qgue lo estimula a secretar queratina que lo convertirdn en una célula basal (Reinke & Sorg,

2012).

El proceso de remodelacidon es el ultimo paso de la cicatrizacidon. Este proceso
comienza con la apoptosis de los miofibroblastos para frenar la formacion del tejido de
granulacion y con la reestructuracién de los componentes de la matriz extracelular. El
colageno tipo lll sintetizado en la fase proliferativa es reemplazado por el coldgeno tipo |
que es mas fuerte, el cual se orienta de forma paralela en pequefios paquetes (Urken,
2003). Posteriormente los miofibroblastos comienzan un proceso de contraccion que

disminuye el tamafiio de la herida, a la vez que el proceso de angiogénesis disminuye y se
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ralentiza el aporte de flujo sanguineo a la herida, disminuyendo por tanto el aporte de
proteinas de sefalizacidn, con lo que se da por concluido el proceso de cicatrizacion

(Tziotzios, Profyris, & Sterling, 2012).

4.PLASMA RICO EN PLAQUETAS

Como hemos visto, los FC son moléculas activas que participan en los procesos de
reparacion tisular (Anitua et al., 2006). Las propiedades de los FC han sido motivo suficiente
para que la comunidad cientifica se motive a investigar el potencial curativo de estos
factores. Todo este interés surge de los estudios de Knighton y cols., quienes descubrieron
en 1982, precisamente este potencial (Knighton, Hunt, Thakral, & Goodson, 1982); le siguen
los estudios de Singh y cols. en 1982 (Shih, Rees, Miller, Wright, & lacopino, 1996), de
Antonaides y Williams en 1983 (Antoniades & Williams, 1983), Bowen-Pope y cols. en 1984
(Bowen-Pope, van Koppen, & Schatteman, 1991) y los de Ross y cols. en 1986 (Ross, Raines,
& Bowen-Pope, 1986); estos estudios han aportado muchos datos sobre los FC y la curacion
en el tejido dseo. Un estudio clave realizado por Marx y cols. (Marx et al., 1998), demostro
gue la combinacion de concentrados plaquetarios con una mezcla que contenia cloruro de
calcio al 10% y trombina bovina como agente gelificante, favorecia la reconstruccion
mandibular. A partir de estos estudios, otros muchos autores han intentado profundizar en
este campo y se han descrito diferentes métodos de obtencidon de concentrados de plasma

para la curacién de un proceso lesivo.

Hoy conocemos que el proceso de curacion de heridas es un proceso complejo en el

qgue intervienen diferentes FC, algunos de ellos liberados por las plaquetas, las cuales
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cumplen un papel muy importante en este proceso curativo, liberando un potente arsenal

de sustancias mitogénicas e inflamatorias (Diegelmann & Evans, 2004).

4.1. Definicion.

El plasma rico en plaquetas (PRP) se puede definir como concentrado de plasma
sanguineo que se prepara a partir de sangre del mismo paciente (plasma autélogo) al cual se
le va a aplicar. Este plasma contiene una concentracién de plaguetas muy superior a los
valores basales, aproximadamente 1.000.000 plaquetas/ul, entendiendo como valor medio
de plaquetas plasmaticas unas 200.000 plaquetas/pl (Marx, 2001). Esta concentracion
(1.000.000 plaquetas/ul) es la idonea para asegurar un aporte éptimo de FC a la zona
lesionada en la que se desea que se produzca la reparacién de tejido éseo y tejidos blandos,
ya que por debajo de este rango, el efecto no es el éptimo y por encima de este rango,
puede haber un efecto inhibitorio (Marx, 2001; Weibrich, Hansen, Kleis, Buch, & Hitzler,

2004).

El elevado numero de plaquetas que se concentran en el PRP, aumenta el contenido
de FC en este medio, mediante la degranulacién. A diferencia de los FC recombinantes, los
gue contiene el PRP autdlogo son nativos dentro de un coagulo que actua de medio y que
ademds se compone de vitronectina, fibronectina y fibrina; siendo estas ultimas, unas
moléculas de adhesidn celular que se encuentran en la matriz extracelular. Otra ventaja es
que al ser un concentrado totalmente autdlogo se evitan los posibles efectos tdxicos y las

enfermedades transmisibles como son la hepatitis y el VIH (Marx, 2001).
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4.2. Plaquetas.

Las plaquetas, son fragmentos anucleares (porciones citoplasmaticas) que derivan de
los megacariocitos de la médula dsea. Su formacidn se produce tras una serie de etapas, en
las que las prolongaciones de los megacariocitos se dividen dando lugar a las plaquetas. La
forma de las plaguetas en su estado normal es discoide y su tamafio ronda entre 1y 3 um
de didmetro. Su concentracién normal en sangre periférica humana oscila entre 150.000 y

400.000 plaquetas/pl 6 de 1,5 a 4 x 10° plaquetas/ml.

Cuando se produce una lesién en la piel, las plaquetas inician el proceso hemostatico
taponando los vasos dafiados. Este proceso se inicia cuando se une la membrana
plaquetaria al factor de Von Willebrand a través de la glicoproteina Ib (GP-lb-IX) y la
integrina GP-llb-llla, a través de la cual, la plagueta se une al coldgeno expuesto de la pared
vascular y al subendotelio dafiado iniciando asi la adhesién plaquetaria. Desde este
momento la plagueta cambia su forma, para pasar a ser esférica, con unos filamentos
denominados seudépodos que la ayudaran a agregarse y adherirse entre si mediante una
redistribucion de los receptores (Anitua, 2001a). Esta agregacion plaquetaria se produce por
la unidn entre las glicoproteinas de membrana plaquetaria, por puentes de fibrindgeno, y

sera la responsable de la formacién de un trombo.

Las plaquetas contienen tres grandes compartimentos de almacenamiento que son
los granulos alfa, los granulos densos vy los lisosomas (Rendu & Brohard-Bohn, 2001). Estos
granulos secretores contienen FC, proteinas para la coagulacion, moléculas de adhesién
celular, moléculas de activacidn, citoquinas, y moléculas inflamatorias, entre otras (Rozman

& Bolta, 2007). La mayoria de estas moléculas son contenidas en los granulos alfa.
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Tras los episodios de agregacion se produce una degranulacion con la liberacién del
contenido de los granulos alfa (Weibrich, Kleis, Hafner, & Hitzler, 2002). Esta activacion
plaquetaria o degranulacidn puede realizarse por varios mecanismos, los mas potentes son
la adhesion de las plaquetas al coldgeno y al subendotelio, o también la presencia de
trombina. Esta degranulacién se hace posible por la activacion de las fosfolipasas de la
membrana celular que promueven la liberacién de iones Ca™, los cuales por si solos
producen agregacion y secrecion. En la degranulacién plaquetaria se libera tromboxano A2,
adenosindifosfatos (ADP) y serotonina que estimulan el reclutamiento y activacién de las
plaguetas circundantes. Después de activarse las plaguetas se liberan nuevos factores
agregantes, que, junto con la fase plasmatica de la coagulacién, van a originar la formacion

de trombina y posteriormente la sustitucién del fibrinégeno soluble por la red de fibrina.

La utilidad del concentrado de plaquetas se debe justamente a la posibilidad de
utilizar una gran cantidad de FC que se secretan in situ en el lugar de la lesién (Marx et al.,

1998).

4.3. Plasma rico en plaquetas (PRP) y plasma rico en factores de

crecimiento (PRGF).

El PRP y el PRGF son dos conceptos distintos, si bien es comin que se usen
indistintamente. El PRP, contiene la fraccién rica en plaquetas del plasma en donde las
plaguetas no estan activadas ni agregadas, por lo que el contenido de los granulos alfa no se
ha liberado. Tras la activacién se producird la degranulacién y pasaremos a tener una

concentracion elevada de FC, es entonces cuando tenemos plasma rico en FC (PRGF). Por
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tanto partimos de plasma rico en plaquetas (PRP) que por activacién plaquetaria con cloruro

calcico convertiremos en plasma rico en FC (PRGF) (Marx, 2001).

Para la preparacién del PRP se necesita la extracciéon de sangre periférica del
paciente utilizando como anticoagulante el citrato sédico. Posteriormente se centrifuga
para separar la fraccién rica en plaquetas; tras este procedimiento obtendremos tres

fracciones separadas por su densidad, tal y como describe Anitua, (2001b):

e La primera fraccién, la superior, es la que contiene plasma pobre en plaquetas (PPP).

e La porcién intermedia contiene un numero de plaquetas similar al basal (plasma

plaquetario) (PP).

e Y la ultima, la inferior, situada justo encima de la serie blanca, es la fraccién que

contiene el PRP.

4.4. Utilidad clinica del PRP.

Actualmente el PRP estd teniendo diversas aplicaciones clinicas y de formas muy
diferentes. Cabe destacar que los resultados encontrados en la literatura son muy distintos
dependiendo de cdmo se aplica y qué protocolo se sigue. Lo cierto es que son muchos los
estudios que analizan la utilidad de los FC de las plaquetas para mejorar los procesos de
cicatrizacién de tejidos. Por lo que hoy dia se ha extendido su utilizacion en muy diferentes

campos clinicos con resultados satisfactorios.
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4.4.1. Odontologia y cirugia maxilofacial.

Es en el drea de la cirugia maxilofacial y odontologia donde se han realizado mas
estudios y se han obtenido mds resultados positivos. Fue Whitman et al (Whitman, Berry, &
Green, 1997) quienes utilizaron por primera vez el PRP en cirugia oral y maxilofacial como
coadyuvante a la colocacién de implantes de titanio. Posteriormente, se comprobd la
utilidad del PRP autélogo durante la reconstruccion de defectos mandibulares, ya que los FC
contenidos en las plaquetas, como el PDGF y TGF-B, al ser absorbidos por los injertos éseos,
aceleran la formacion de hueso (Marx et al., 1998). Posteriormente, han sido numerosos los
estudios realizados en modelos animales y en humanos, que han puesto de manifiesto la
utilidad de los FC como del plasma autdlogo en la regeneracion de tejidos de la cavidad oral
(Lynch et al., 1989; Rutherford, Niekrash, Kennedy, & Charette, 1992; Rutherford, Ryan,
Kennedy, Tucker, & Charette, 1993; A. R. Sdnchez, Sheridan, & Kupp, 2003), evidenciando su
utilidad como terapia facil y segura (Camargo et al.,, 2002; Carlson & Roach, 2002; Garg,

2000; Kim, Chung, Kim, Park, & Lim, 2002).

4.4.2. Cirugia Plastica.

Es en el campo de la cirugia plastica en donde los resultados se han mostrado mas
convincentes demostrando la capacidad del PRP para la curacién de diferentes tipos de
heridas. Bhanot y Alex (2002) describen que el PRP autdlogo es especialmente util para la
cirugia plastica y reparadora de los tejidos blandos ya que es en estos tejidos donde los FC
acentuan sus efectos potenciadores de la cicatrizacion. En este sentido, se ha utilizado en

cirugia reparadora de piel y pérdida de tejido blando causadas por traumatismos o
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patologias crénicas. Otro de los efectos beneficiosos observados al ser aplicado en dichas
situaciones es que reduce el riesgo de infeccidén y acelera la cicatrizacion. Otro aspecto no
menos importantes es que su uso disminuye los costes sanitarios al reducir la estancia

hospitalaria del paciente (Valbonesi, Giannini, Migliori, Dalla Costa, & Galli, 2002).

Otra de las aplicaciones estudiadas del PRP ha sido en cirugia estética al mostrarse
eficaz para detener el sangrado capilar en la cirugia de colgajos (Man, Plosker, & Winland-

Brown, 2001).

4.4.3. Traumatologia y Ortopedia.

Es en el campo de la traumatologia y cirugia ortopédica donde existen mas
controversias en el uso de PRP. Aunque son muy numerosos los estudios en este campo,
nosotros no tenemos constancia de ninguna publicacidon con suficiente consenso para
aportar conclusiones definitivas. Actualmente no hay suficientes pruebas sobre la actividad
bioldgica y la concentracidn de plaquetas necesaria para determinar una respuesta biolégica

acelerada por la aplicacidon de PRP en hueso.

Mientras que ciertos estudios en humanos, muestran que el efecto del PRP asociado
a injertos dseos, parece no aumentar la formacién ésea (Roldan et al., 2004; Schlegel, Kloss,
Schultze-Mosgau, Neukam, & Wiltfang, 2003; Wiltfang et al., 2004), los cuales estan en
consonancia con los obtenidos en modelos caninos en los que tampoco se observd un
aumento notable del crecimiento 6seo debido a la aplicaciéon del PRP (Choi et al., 2005).
Otros estudios in vitro revelan que los FC derivados de las plaguetas estimulan la

proliferacién de células formadoras de hueso trabecular humano (Gruber, Varga, Fischer, &
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Watzek, 2002). Un aspecto importante a sefalar es que la accién del PRP in vitro sobre
fibroblastos y osteoblastos depende de una concentracion especifica para mostrarse eficaz.
En este sentido, Graziani et al. (2005) en estudios in vitro, describen que el PRP tiene efecto
sobre la capacidad proliferativa de los osteoblastos y fibroblastos, la cual varia segun el

rango de concentracidn utilizado.

Estudios recientes sobre los efectos de los distintos componentes moleculares del
PRP, en su conjunto e individualmente, sobre la proliferacién celular y la migracidon de
macréfagos humanos en cultivos celulares, sugieren una inhibicion de la migracién con los
efectos negativos que conlleva este hecho en la cicatrizacién, en contraposicion con los
efectos pro-estimuladores en células como los osteoblastos, fibroblastos y otras células

(Woodall, Tucci, Mishra, & Benghuzzi, 2007).

El PRP también se ha mostrado util en la reparacién de tendones y ligamentos
humanos, como consecuencia de su acciodn, la cual produce un incremento significativo de la
proliferacidn de las células tendinosas humanas y estimulacidn de la produccién de factores
angiogénicos como el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) y el factor de
crecimiento derivado del hepatocito (HGF) (Anitua etal., 2005, 2007). Entre los datos
publicados sefialaremos, cdmo la inyeccidon de PRP autélogo en cirugia de rodilla, puede
facilitar la reconstruccion del ligamento cruzado anterior y ayudar en el reanclaje de un
fragmento condral mayor de 2 cm mediante técnica artroscdpica, obteniendo una curacién
completa y acelerada, con un buen resultado funcional (A. R. Sanchez, Sheridan, Eckert, &
Weaver, 2005; A. R. Sanchez et al., 2003). También se ha observado que su inyeccion en el
tenddn extensor comun después de que éste se suture, favorece la reconstruccién de las

fibras y alivia el dolor (Mishra & Pavelko, 2006; M. Sanchez et al., 2007).
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4.4.4. Cirugia Ocular.

Un nuevo uso potencial del PRP es su aplicaciéon en el campo de la cirugia ocular.
Estudios realizados sobre la aplicacion de plasma en la cirugia de la retina han aportado
resultados positivos, observdandose un aumento de la proliferacion celular en heridas
provocadas en la retina (Cullinane, O’Callaghan, McDermott, Keohane, & Cleary, 2002;
Paques et al., 1999). Otros enfoques de interés han sido la aplicacidon de esta metodologia
en la regeneracioén del nervio periférico en modelo de rata. El gel plaguetario se ha aplicado
después de realizar la sutura de los nervios, colocdndose justo encima de la sutura, con

resultados muy favorables (Farrag, Lehar, Verhaegen, Carson, & Byrne, 2007).

4.4.5. Gastroenterologia.

El PRP también ha sido estudiado en el campo de la gastroenterologia, en este
sentido se han realizado estudios en el tratamiento de Ulceras gastricas en ratas, a las que
se les ha administrado una dosis oral de PRP humano obteniendo datos esperanzadores en

la curacién de la Ulcera (Wallace, Dicay, McKnight, & Dudar, 2006).

4.4.6. Ulceras Cutaneas.

Ya desde 1990, se propuso la utilizacién de PRP autdlogo, para la curacidon de ulceras
cutdneas y asi favorecer la formacién de tejido de granulaciéon. Este producto se comenzé a
utilizar en las ulceras crénicas de miembros inferiores. El PRP utilizado era conocido como

factor plaquetario derivado de la cicatrizacion de las heridas. El mecanismo por el que se
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explica su efecto es mediante la estimulacién de la vascularizacién y formacién del tejido

conectivo (Atri, Misra, Bisht, & Misra, 1990; Knighton et al., 1988; Krupski et al., 1991).

Actualmente los estudios realizados no son concluyentes y hay un cierta controversia
sobre la utilidad del PRP en el tratamiento de las Ulceras cronicas; mientras unos autores
muestran que la aplicacion tépica de lisados de plaquetas en las ulceras no influyen en la
curacion (Stacey, Mata, Trengove, & Mather, 2000), otros estudios justifican justo lo
contrario (Anitua et al., 2008), tras la aplicacién de PRP en diferentes tipos de Ulceras
cutaneas, entre las que se incluye las UPP, el porcentaje de superficie cicatrizado es
significativamente mds alto que en el grupo que reciben un tratamiento estandar. Asi
mismo, otros autores (Tarroni et al.,, 2002) muestran la utilidad de un gel de plaquetas,
compuesto de una mezcla de concentrado plaguetario y de crioprecipitado activado en
presencia de cloruro calcico, el cual al ser aplicado sobre una Ulcera crénica de pie diabético

SuUpuso su recuperacion evitando su amputacion.

En el caso de las UPP, un tipo de ulceras crénicas, son limitados los estudios que

muestran la utilidad del PRP como alternativa en los cuidados y tratamiento de las mismas.

5.ACIDO HIALURONICO

El 4cido hialurdénico (AH), descrito por primera vez en 1934, es un glicosaminoglicano
sulfatado no lineal, estructuralmente formado por una cadena larga que estd compuesta
por una unidad repetitiva de un disacdrido que contiene D-glucurénico y D-N-

acetilglucosamina. El nimero de unidades que se repiten dentro de la molécula de AH es el
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gue determina su peso molecular, que puede ir desde 100 kDa a 2000 kDa, y consta de mas

de 25000 unidades disacaridicas (Jiang, Liang, & Noble, 2007).

Las estructuras de AH cortas con un peso molecular alrededor de 200 kDa, provocan
una respuesta en los macréfagos que se traduce en la expresién de mediadores de la
inflamacién (Hodge-Dufour et al., 1997), sin embargo, las estructuras mads largas, con mayor
peso molecular, juegan un papel importante en las propiedades mecanicas y en la

organizacién de la matriz extracelular (W. Y. Chen & Abatangelo, 1999).

El AH es uno de los componentes de la matriz extracelular y estd presente en
distintos tejidos como piel, cartilago, hueso, liquido sinovial, entre otros, lo que sugiere un
papel importante a nivel del tejido conectivo, a parte de conferir propiedades fisicoquimicas

y visco eldsticas al medio extracelular (Fraser, Laurent, & Laurent, 1997).

Su accidn sobre las células se realiza por la interaccidon con su receptor especifico, el
CDA44, el cual esta presente en la membrana de los diferentes tipos celulares que componen
el tejido conjuntivo. La interaccion y uniéon del AH a su receptor celular provoca su
internalizacion y posterior modulacion de las funciones celulares (Croce et al., 2001). El
papel del AH a nivel celular es atribuido fundamentalmente a los fragmentos de bajo peso
molecular producido por escision de los polimeros de alto peso molecular sintetizados por
las células; y aunque tiene funciones pleiotrdpicas, los datos son contradictorios vy varian
segun el tipo celular. La principal via de degradacion se realiza por la accién de la enzima
hialuronidasa, presente en el tejido conjuntivo (Fraser et al., 1997). La degradaciéon del AH
en su forma natural depende del tejido en particular en el que se encuentre, aunque
generalmente ocurre en un corto espacio de tiempo que ronda los 3-5 dias (Thibeault,

Klemuk, Chen, & Quinchia Johnson, 2011).
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La molécula es facilmente soluble en agua, produciendo un gel que se comporta
como un lubricante, y es capaz de absorber agua, lo que le hace tener propiedades

higroscépicas y homeostaticas (Beasley, Weiss, & Weiss, 2009).

Desde el punto de vista clinico, el AH ha sido utilizado en neurocirugia y
dermatologia, dado que esta molécula y sus productos de degradacién pueden modular la
cicatrizacion de las heridas (Price, Berry, & Navsaria, 2007). Esto ha llevado a diversas
investigaciones para demostrar la utilidad clinica del AH en lesiones cutaneas, defectos de
cartilago, cultivo y regeneracion de células de la glia o aumento de la motilidad espermatica;
si bien, en los ultimos afios su uso se ha incrementado de forma importante en cirugia

plastica con fines estéticos (Carruthers & Carruthers, 2003).

5.1. Papel del AH en el proceso de cicatrizacidn.

El papel del AH en el proceso de cicatrizacidon es debido a su accién a distintos

niveles, a nivel de la matriz extracelular o a nivel epitelial.

e Regeneracion de matriz extracelular. La sintesis y deposicién de coldgeno por

parte de los fibroblastos en el lugar de la lesidn, es un condicionante importante para
el soporte de la matriz extracelular y por tanto, en el proceso de cicatrizacién. Algunos
estudios muestran que las moléculas largas de AH estimulan la proliferacién de
fibroblastos gingivales, hecho que se ha comprobado también a nivel in vitro (Mesa

et al., 2002).
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La aplicacién de AH mejora la remodelacion de la matriz extracelular, ya que
reordena sus estructuras y favorece la deposicidon de colageno. La aplicacién de AH
aumenta las hialuronidasas, las cuales degradan el AH a la vez que se favorece el
proceso de cicatrizacién. Esto se debe, por una parte, a la sintesis de colageno y AH
por parte de los fibroblastos y por otra, a que los fragmentos compuestos entre 4 y 25
disacdridos, producto de la degradacidn del AH por el enzima, son angiogénicos (Price

et al., 2007).

Regeneracion epitelial. La epitelizacion de una herida tiene lugar mediante la

creacion de tejido granular, el cual actla de soporte para la migracion de las células
epiteliales. Son los queratinocitos presentes en el tejido de los bordes de la herida, los
encargados de migrar y proliferar para formar ese tejido de granulacidon que sirve de
base para la epitelizacion (Bartkova, Grgn, Dabelsteen, & Bartek, 2003).

En general el AH actia a distintos niveles de la cicatrizacién de heridas
favoreciendo este proceso; como asi lo demuestran diferentes estudios realizados

tanto /n vivo como In vitro (Price et al., 2007).

Ya en 1991, Nishida et al. mostraron que el tratamiento /n vitro de queratinocitos
en cultivo aumentaba la proliferacion celular, de igual modo el AH incrementaba la
capacidad de crecimiento de las células corneales en cultivo, mostrando un efecto
sinérgico con el EGF y la fibronectina. Ademas, sabemos que el AH se une a la
molécula de fibronectina y estimula la migracion epitelial en el lecho de la herida a
través de su receptor, el CD44 (Lesley, Hyman, English, Catterall, & Turner, 1997;

Oksala et al., 1995).
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Otro de los mecanismos por los que el AH participa en la cicatrizacién, es mediante
su interaccién con el fibrinégeno, acelerando el proceso de formacién del coagulo de
fibrina inducida por la trombina. Aunque el nivel de AH es bajo en sangre, este
mecanismo explica el significado funcional y estructural de este polisacarido durante

la cicatrizacion (Weigel, Frost, McGary, & LeBoeuf, 1988).

5.2. Aplicaciones clinicas del AH.

El primer uso clinico del AH se produjo en 1968 cuando se aplicé como tratamiento
en una quemadura (Fatini, Gallenga, & Veltroni, 1968). Desde ese tiempo a esta parte el AH
se ha utilizado como tratamiento para la regeneracion de tejidos, en ingenieria tisular,
patologias epidérmicas, cirugia oftdlmica o cirugia plastica (Carruthers & Carruthers, 2003;
D’Alessandro, Russell, Morley, Davies, & Lane, s. f.; Pasonen-Seppanen et al., 2003; Pavesio

et al., 2003).

La concentracién de AH en la piel es de 500 pg/g y 1400-3600 pg/g en el liquido
sinovial (Kuo, 2005). Ese AH en la piel esta firmemente unido al coldgeno y a los filamentos
de queratina, por lo que su empleo en la piel dafada por diferentes causas ha tenido una

respuesta positiva como cicatrizante e hidratante (Bertheim & Hellstrém, 1994).

En el campo de la cirugia oftalmica se ha utilizado en el trasplante y cirugia de
cérnea, operaciones de cataratas, trabeculotomias, cirugia de la retina, entre otros,
mostrando en todas ellas buenos resultados (Gomes, Amankwah, Powell-Richards, & Dua,

2004; Lym, Suh, & Park, 2004; Prinz, Fennes, Buehl, & Findl, 2012).
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En el campo de la traumatologia, el AH ha mostrado buenos resultados en la artrosis
y osteoartritis de rodilla, cadera y periartritis de hombro, actuando como lubricante en Ila
articulacion y como antiinflamatorio (Chang, Hsiao, Chen, Wang, & Chien, 2012; Fakhari &

Berkland, 2013; Hascall et al., 2004; Jay, 2004)

El AH se ha utilizado en Ulceras de pie diabético mejorando la cicatrizacién, ya que
no produce ningln tipo de reaccién adversa (Sobotka, Smahelova, Pastorova, & Kusalova,
2007). En el campo de las UPP, existen muy pocos estudios hasta la fecha. Estos estudios
muestran que el AH se utiliza conjuntamente con otros materiales como por ejemplo,
apositos enriquecidos con FC y en forma de nanoparticulas (Zavan et al., 2009), o con
sulfadiazina argéntica en tratamientos para UPP infectadas (Paghetti, Bellingeri, Pomponio,

Sansoni, & Paladino, 2009).

Aunque se sabe que es una molécula facil de manejar, no inmunoreactiva y
efectiva para el tratamiento en heridas, se necesitan mas evidencias cientificas, sobre todo,

en el campo de las Ulceras crdénicas.

83



84



Objetivos

lll. OBJETIVOS

85



86



Objetivos

Los objetivos propuestos son:

Determinar la posible utilidad clinica del PRGF en el tratamiento de las UPP.

Estandarizar la técnica de aplicacidon del PRGF con objeto de facilitar su aplicabilidad:
procedimiento de preparacion de la zona lesionada, pautas de tratamiento,

seguimiento y dosis.

Valorar la posible utilidad clinica de la asociacién de PRGF y AH.

Determinar in vitro el efecto del PRP sobre la capacidad de crecimiento de los
fibroblastos a corto y largo plazo, asi como, su efecto sobre el ciclo celular; utilizando
cultivos primarios de fibroblastos humanos como modelo de tejido blando en

reparacion.
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IV. MATERIAL Y METODOS
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1.ENSAYO CLINICO PARA DETERMINAR LA EFICACIA DEL PRGF EN EL

CUIDADO DE LAS UPP

Nuestro estudio ha consistido en un ensayo clinico randomizado, a simple ciego.
Antes de ser llevado a cabo dicho estudio, el proyecto fue presentado al comité ético del
area de Granada, en la Fundacidon Publica Andaluza para la Investigacién Biosanitaria de
Andalucia Oriental (FIBAO). Una vez aprobado, fue presentado y defendido ante los
responsables de los centros asistenciales, en los que potencialmente podia ser desarrollado
el estudio, explicdndose en detalle en qué consistia, al objeto de obtener el visto bueno para

poder ser llevado a cabo.

1.1 Poblacion de estudio.

La poblacién de estudio estuvo compuesta por pacientes que presentaban UPP, y
gue estaban ingresados en las siguientes residencias de mayores o centros de larga estancia
hospitalaria en Granada y provincia: Hospital San Rafael (Granada), Residencia Perpetuo
Socorro (Santa Fé), Residencia Entredlamos (Atarfe), Residencia Fonseca (Peligros) y Centro
Psicopedagdgico Reina Sofia (Armilla), durante el periodo comprendido entre los afios 2010-

2012.

Los criterios de inclusion fijados para formar parte del estudio fueron los siguientes:
que la UPP no presentara signos de infeccidn, que las ulceras fueran de Grado Il ¢ lll, que
hubiera presencia de tejido de granulacién y que el didmetro mayor de la ulcera fuera igual

o inferiora 10 cm.
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De igual modo se establecieron unos criterios de exclusion: enfermos de cancer,
enfermos con VIH o Hepatitis, enfermos sometidos a tratamiento con inmunosupresores,
pacientes con infeccion sistémica y/o manifestaciones clinicas compatibles con una
infeccién local activa, pacientes con vasculitis activas, pacientes con lupus eritematoso

sistémico y pacientes con crioglobulinemia.

La poblacion de estudio que reunia los criterios de inclusién fue distribuida
aleatoriamente entre cada uno de los 4 grupos de estudio: Ulceras tratadas mediante cura
en ambiente humedo exclusivamente (grupo control), tlceras tratadas mediante cura en
ambiente humedo con una Unica dosis de PRGF (grupo A), ulceras tratadas mediante cura
en ambiente hiumedo con dos dosis de PRGF (grupo B) y Ulceras tratadas mediante cura en
ambiente humedo con dos dosis de PRPGF mas AH (grupo C). Hemos de sefialar que aquel
paciente que presentd mas de una UPP susceptible de ser tratada, fue incluido en un Unico
grupo de estudio, por lo que las distintas UPP de dicho paciente siguieron el protocolo de

tratamiento correspondiente al grupo al que fue asignado.

1.2 Descripcion de las variables.

Para llevar a cabo nuestro estudio hemos recogido tres tipos de variables de cada
paciente: variables sociodemograficas, variables de cardcter clinico y variables en relacidn

con la UPP objeto de estudio.
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1.2.1 Variables sociodemograficas.

Las variables sociodemograficas recogidas fueron: la edad, el sexo, el estado civil y el

tiempo de estancia en el hospital o residencia (meses).

1.2.2 Variables clinicas del paciente.

Se han considerado cuatro tipos de variables clinicas en relacion con el paciente,
como el tratamiento farmacolégico seguido por el paciente durante el estudio, el tipo de
dieta que toma el paciente durante el seguimiento, los valores bioquimicos y hematolégicos

y el grado de dependencia.

Los parametros bioquimicos y hematoldgicos fueron obtenidos tras el andlisis de
sangre venosa periférica extraida el mismo dia de comienzo del estudio, y fueron los

siguientes: Albimina (g/dL), Proteinas Totales (g/dL) y Plaguetas (n2/mm?).

El grado de dependencia del paciente se determiné segun el indice de Barthel, que
consiste en una escala que mide el nivel de capacidad individual para realizar las actividades
de la vida diaria (comer, bafiarse, higiene personal y caminar). Tras cumplimentar un test
por cada paciente (Anexo 1) se establecid que cien puntos obtienen las personas que
pueden efectuar todas las actividades sin ningun tipo de ayuda (independientes); valores
260, grado de dependencia leve, entre 40-55 puntos, grado de dependencia moderado, 20-

35 puntos, grado de dependencia grave, y menos de 20 puntos dependencia total.
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1.2.3 Variables relacionadas con la UPP.

Las variables relacionadas con la UPP recogidas en el estudio fueron: la localizacién
anatémica de la misma, la presencia de dolor al retirar el apdsito o en el acto de realizar la
cura, la antigliedad de la Ulcera expresada en meses, las dimensiones de la Ulcera expresada
en cm? (didmetro mayor por didmetro menor, medidos con un pie de rey), la cantidad de
exudado (evaluado como ninguno, ligero, moderado o abundante), el tipo de tejido en el
lecho de la herida (evaluado como cicatrizado, epitelial, de granulacién, con esfacelo o
necrotico) y el grado de la ulcera, utilizando para ello la escala validada por la EPUAP.
Igualmente se recogié el estado de la piel perilesional, valorandola como en buen estado o

afectada.

Hemos de sefialar que se ha considerado como variable dependiente el porcentaje

. ~ . . 2 .
de reduccion del tamaiio de la herida medido en cm® a lo largo del tratamiento.

1.3 Recogida de variables.

Para la seleccidn de la poblacién de estudio, en un primer momento se contacté con
el responsable de enfermeria de cada centro, el cual indicé en cada caso qué pacientes eran
susceptibles de participar en el estudio, ya que éstos tenian que padecer una UPP.
Posteriormente, después de eliminar aquellos pacientes que cumplian los criterios de
exclusién, se valoraron las Ulceras y se seleccionaron aquellas que cumplian los criterios de

inclusion que fueron definidos anteriormente.
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Previa explicacion verbal a cada paciente y/o familiares de los objetivos del estudio, y
tras la firma del consentimiento informado (Anexo 2) por parte del paciente o del
representante legal del mismo, se procedid a la valoracidn de la herida, registrandose todas
las variables de la UPP; asi como, las variables sociodemograficas y clinicas de cada paciente,
se recogieron mediante la cumplimentacién de una hoja de recogida de datos, disefiada

para el estudio (Anexo 3).

1.4 Proceso de obtencion del PRP para el tratamiento de las UPP.

El proceso de obtencién de PRP se realiz6 momentos antes de comenzar la cura de la
UPP. Para la preparacion del PRP se siguid el protocolo de Anitua (Anitua, 2001b). Mediante
una jeringa y una aguja de puncién venosa, ambas estériles, se realizé al paciente una
extraccién de aproximadamente 20 ml de sangre venosa periférica, que se deposité en 4
tubos de plastico (BD Vacutainer® Citrate Tubes, New Jersey; Estados Unidos) de 4.5 ml de
volumen, que contenian una concentracién de 0.129M (3.8%) de citrato sddico como
anticoagulante. Estos tubos con la sangre del paciente, se centrifugaron (Beckman, modelo
gs-15r, California; Estados Unidos) a una velocidad de 1800 r.p.m. durante 10 minutos, a una
temperatura de 7°C, para evitar hemolisis. Durante el proceso de centrifugacion, los
elementos formes van precipitando de manera ordenada de tal forma que obtenemos
diferentes niveles de densidad que, de abajo a arriba, son: sedimento de la serie roja,
sedimento de la serie blanca y por ultimo el plasma sanguineo, esta fase es la que contiene
las plaquetas. Una vez finalizado el tiempo de centrifugacién, llevamos los tubos a una
campana de flujo laminar para extraer las diferentes fracciones que contiene el plasma en

condiciones de esterilidad. Como resultado de la centrifugacidn se obtienen alrededor de
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1.5 ml de plasma que, mediante pipeteado, separamos en sus 3 diferentes fracciones. Los
primeros 500 pl (0.5 cc) o fraccién superior (fraccion 1) contienen plasma pobre en
plaquetas. Los siguientes 500 ul (0.5 cc) corresponden a la fraccidn central (fraccién 2) y
contienen un numero de plaquetas similar al nimero de plaquetas circulantes en sangre
periférica. Por ultimo, los 500 pl (0.5 cc) contiguos a la serie blanca (fraccién 3), contienen la
fraccién rica en plaquetas (PRP). Cada una de estas fracciones fue depositada en su

correspondiente criotubo estéril.

La fraccion rica en plaquetas (fraccion 3) que se obtuvo de cada uno de los 4 tubos
de sangre de cada paciente, fue la que se utilizé para el tratamiento de las UPP. Una vez
obtenido el PRP, la preparaciéon de PRGF se obtuvo in situ en el momento de realizacion de
la cura de la UPP. En aquellos pacientes que presentaban mas de una UPP se extrajo la

sangre necesaria para su posterior tratamiento.

Para obtener el PRGF (PRP activado), se tomd la fraccion 3 (PRP) y se adiciond
cloruro célcico al 10% (Braun Medical, Barcelona; Espafia), en una relaciéon de 50 ul (0.05 cc)
de cloruro calcico por cada ml de PRP. Una vez adicionado, se equilibré la temperatura a la
corporal (37°) calentdandolo manualmente. En un periodo de tiempo comprendido entre 5y
10 minutos (este tiempo varia en funcidon del nimero de plaguetas, de tal forma que a
mayor nimero de plaguetas menor tiempo), se formd un coagulo (PRGF) que se colocd en

el lecho de la herida.
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1.5 Tratamiento de las UPP.

A cada ulcera de los pacientes asignados de forma aleatoria a uno de los cuatro

grupos de estudio se le realizd la cura correspondiente.

Para el grupo control, se realizé la cura en ambiente humedo que consistié en la
limpieza con aproximadamente 15 ml de suero fisiolégico (Braun Medical, Barcelona;
Espafia) y secado con gasa estéril del lecho de la herida y de la piel perilesional.
Posteriormente se aplicé aproximadamente 0.5 ml de hidrogel (Intrasite Gel, Smith &
Nephew, Barcelona, Espafa) en el lecho de la herida y se cubrid con un apédsito de
poliuretano absorbente (Mepilex, Border Lite, MdInlycke Health Care, Madrid, Espaiia). Esta

misma cura se realizé cada 3 dias durante un periodo de 5 semanas.

El grupo tratado, a su vez, se dividié en 3 subgrupos (grupo A, grupo B y grupo C)
gue correspondieron a los diferentes tratamientos. El grupo A se correspondid con el grupo
de UPP tratadas con una sola dosis de PRGF, el grupo B se correspondié con el grupo de UPP
tratadas con 2 dosis de PRGF y el grupo C se correspondié con el grupo de UPP tratadas con

2 dosis de PRGF mas AH.

El tratamiento de cura en ambiente humedo de las UPP incluidas en el grupo A
consistié en, el dia 0 la limpieza con aproximadamente 15 ml de suero fisioldgico (Braun
Medical, Barcelona; Espafia) y secado con gasa estéril del lecho de la herida y de la piel
perilesional. Posteriormente se aplicé 0.5 ml de PRGF por cada 15 cm? de superficie de la
herida. A continuacién fueron cubiertas con un apésito de poliuretano absorbente (Mepilex,

Border Lite, Mélnlycke Health Care, Madrid, Espaiia).
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Las ulceras del grupo B, tras ser limpiadas, tanto el lecho de la herida como la piel
perilesional, con suero fisioldgico y secado con gasa, recibieron el dia 0 y el dia 15 una dosis
de 0.5 ml de PRGF por cada 15 cm? de superficie de la herida y la colocacién del apdsito de

poliuretano.

Las UPP que se incluyeron en el grupo C recibieron el tratamiento que consistié en la
limpieza tanto del lecho de la herida como de la piel perilesional y en los dias 0 y 15 se
aplicé una dosis de 0.5 ml de PRGF mas 0.5 ml de AH (Hyalgan, Bioibérica, Barcelona,
Espafia) por cada 15 cm? de superficie de la herida, colocando posteriormente un apdsito de

poliuretano.

En los tres grupos de tratamiento (A, B y C) y cada 3 dias durante un periodo de 5
semanas se realizd la cura, que consistid Unicamente en la limpieza del lecho de la herida y
de la piel perilesional con suero fisiolégico y la aplicacidon de aproximadamente 0.5 ml de

hidrogel. Posteriormente la herida se cubrié con un apdsito de poliuretano.

1.6 Seguimiento de las UPP.

En los cuatro grupos de estudio, control y tratados (A, B y C), se realizd el
seguimiento de las lesiones cada 3 dias hasta completar las 5 semanas del estudio,
coincidiendo con los dias de cura de la UPP que consistio en retirar el apdsito y realizar la
limpieza de la UPP con suero fisiolégico. Posteriormente se recogieron los datos relativos a
las caracteristicas de la lesion mediante la escala validada PUSH, la cual fue comentada en la
introduccion en el apartado 1.8 (Seguimiento de la UPP), y que permite recoger los datos de

la evolucidn de la UPP, tales como la cantidad de exudado, el tipo de tejido de la herida y el
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area de la lesién en cm® Asi mismo, empleamos una regla de papel que se utilizé para
identificar la Ulcera y el paciente en las fotografias tomadas, las cuales se llevaron a cabo
durante el periodo de seguimiento mediante una camara fotografica digital (Canon Digital
Ixus 95IS, Canon, Madrid, Espafia). Una vez recogidos los datos y tomadas las fotografias, se

llevé a cabo el tratamiento correspondiente en cada caso.

Aunque en el proceso de seguimiento de la UPP se recogieron distintos datos en
relacidn con la evolucién de la lesion, la variable dependiente objeto de nuestro estudio fue
el drea de la Ulcera, la cual se expreso en cmz, si bien, los resultados que muestran la
evolucién de la misma se expresaron como el porcentaje de reduccién del tamafo o drea de

la herida con respecto a la misma en el dia 0 (dia de comienzo del estudio).

2.ESTUDIO IN VITRO DEL EFECTO DEL PRP SOBRE LOS CULTIVOS

PRIMARIOS DE FIBROBLASTOS HUMANOS

2.1. Obtencion del tejido gingival.

Los fibroblastos se obtuvieron de biopsias de tejido gingival humano. En total se
extrajeron 5 biopsias de 5 voluntarios sanos, durante el curso de cirugia mandibular, en la
Facultad de Odontologia de la Universidad de Granada. Estos pacientes eran estudiantes de
la Facultad de Odontologia de Granada, de entre 20 y 25 afos que fueron programados para
exodoncia de cordales en la clinica de |la Facultad. El estudio fue aprobado por el Comité
Etico de la Facultad de Odontologia de la Universidad de Granada y todos los participantes

firmaron el consentimiento informado, antes de la cirugia. En el momento de la obtencidn
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de las muestras, ninguno de los pacientes seleccionados presentaba enfermedad sistémica
grave, proceso neopldsico o enfermedad infectocontagiosa. En ningln caso se extirpé mas
tejido del necesario para el tratamiento de la patologia quirdrgica que presentaba el

paciente.

Una vez que las muestras fueron extraidas, se introdujeron inmediatamente en
medio de transporte estéril constituido por medio de Eagle modificado por Dulbecco
(DMEM) (Gibco, Cell Culture Products, Carlsbad, California), el cual fue suplementado con L-
Glutamina al 1% (Sigma Chem. Comp., St. Louis, Mo, Estados Unidos), HEPES al 2% (Sigma
Chem. Comp., St. Louis, Mo, USA), 2,5 ug/ml de Anfotericina B (Sigma Chem. Comp., St.
Louis, Mo, USA), 100 Ul/ml de Penicilina (laboratorios ERN S.A., Barcelona, Espafia) y 50

ug/ml de Gentamicina (Braun Medical. Barcelona, Espafia).

2.2. Proceso de obtencion del PRP como suplemento del medio para los

cultivos primarios de fibroblastos humanos.

Para la obtencidon de PRP como suplemento del medio para el cultivo de fibroblastos,
se utilizé el mismo protocolo que se describe en el apartado 1.4 de esta seccion (Proceso de
obtencién del PRP para el tratamiento de las UPP), con la salvedad del anticoagulante
utilizado en los tubos de recogida de la sangre, que en este caso los 4 tubos de plastico (BD
Vacutainer® Lithium Heparin Tubes, New Jersey; Estados Unidos) de 4 ml de volumen
utilizados contenian 17 Ul de Heparina de Litio. El objetivo de utilizar la Heparina de Litio
como anticoagulante fue para evitar la creacién una red de fibrina que se podria formar al

tomar contacto con el calcio a la temperatura de 37°C, y que dificultaria nuestro estudio.
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Una vez obtenido el PRP, fue utilizado como fuente de FC para suplementar el medio de

cultivo.

2.3. Aislamiento y cultivo primario de fibroblastos humanos.

Las muestras de biopsia fueron procesadas de forma individualizada, manteniendo
condiciones de esterilidad y segun el protocolo que se describe a continuacion. Bajo
campana de flujo laminar, el tejido gingival extraido de cada paciente fue lavado 3 veces con
fosfato buffer salino estéril (PBS, pH 7.4) para eliminar los restos de sangre, fibrina, grasa o
materiales extrafios que pudieran encontrarse adheridos a las muestras. Posteriormente,
cada muestra se cortd en trocitos mas pequeiios mediante escisiédn mecanica con la ayuda
de un bisturi. Para llevar a cabo la digestion de la matriz extracelular del corion de la mucosa
oral y conseguir la separacion de los fibroblastos estromales incluidos en dicha matriz, las
muestras fueron incubadas a 37°C en una solucién estéril de colagenasa tipo | (1 mg/mL)
(Sigma Chemical Co., St. Louis, Misuri, Estados Unidos) en medio de cultivo DMEM durante
un periodo de tiempo comprendido entre 10 y 12 h. Después de transcurrido el tiempo de
digestion, los componentes del tejido conectivo suspendidos en el medio fueron separados
de las células en suspension, las cuales se recogieron por centrifugacion (Beckman, modelo
gs-15r, California; Estados Unidos) a 1000 r.p.m. durante 10 minutos, quedando retenidas
en el sedimento. El sedimento celular obtenido fue resuspendido en 2 ml de medio sin
suero bovino fetal (SBF), tomandose 1 ml de esta suspensién celular para ser cultivado en 2
frascos de cultivo de 25 cm? (Falcon Labware, Oxford, Reino Unido) respectivamente. Como
medio de cultivo, a cada frasco se le adiciond medio DMEM que contenia L-Glutamina al 1%

Sigma Chemical Co., St. Louis, Misuri, Estados Unidos), HEPES al 2% (Sigma Chemical Co., St.
(Sig , , , ), (Sig ,
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Louis, Misuri, Estados Unidos), 2.5 pug/ml de Anfotericina B (Sigma Chemical Co., St. Louis,
Misuri, Estados Unidos), 100 Ul/ml de Penicilina (laboratorios ERN S.A., Barcelona, Espafia) y
50 pg/ml de Gentamicina (Braun Medical. Barcelona, Espafia). Dicho medio previamente
habia sido suplementado, bien con una concentracién final del 10% de SBF (Gibco, Paisley,
Reino Unido), el cual se adicioné a uno de los frascos de cultivo, o bien con 10% de PRP, el
cual se adiciond al otro frasco de cultivo. Ambos cultivos, en presencia de SBF o en
presencia de PRP como fuentes de FC, en cada caso, fueron incubados en estufa a 37°C en
atmoésfera del 95% de humedad con un 5% de CO,. El medio de cultivo, correspondiente en
cada caso, fue sustituido cada 3 dias hasta alcanzar la confluencia, momento en el cual se

considerd establecida la linea celular.

Una vez alcanzada la confluencia, las células de los distintos cultivos de fibroblastos
se separaron de los frascos de cultivo para su subcultivo. Para ello se retiré el medio vy las
células adheridas se lavaron con PBS estéril; posteriormente, se incubaron con 5 ml de una
solucién de tripsina al 0.05% (Sigma, St Louis, Misuri, Estados Unidos) y acido etilen-
diamino-tetraacético (EDTA) al 0.02% (Sigma, St Louis, Misuri, Estados Unidos) a 37°C
durante 10 minutos. Una vez que las células se despegaron de la superficie de los frascos de
cultivo, se procedid a inactivar la tripsina, para lo cual adicionamos 7 ml de medio DMEM
suplementado con suero al 10%. Posteriormente, la suspension celular obtenida se
centrifugd a 1200 r.p.m. durante 10 minutos. Las células asi obtenidas, se resuspendieron
en 2 ml de medio DMEM, afiadiendo 1 ml a los frascos cuyo medio de cultivo estaba
compuesto por DMEM con un 10% de SBF o 10% de PRP. El medio DMEM suplementado

con SBF al 10% o PRP al 10% sera el medio que se utilice en todos los estudios posteriores.
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2.4. Evaluacion del efecto del PRP sobre la capacidad proliferativa de los

fibroblastos humanos en cultivo.

La capacidad proliferativa de las distintas lineas de fibroblastos establecidas se
determind mediante la técnica del MTT (Thiazolyl blue Tetra-zolium Bromide 97.5% TLC,
Sigma Chem. Comp., St. Louis, Misuri, Estados Unidos). El método del MTT es una técnica
espectrofotométrica que mide respiracién celular y se basa en la reduccion metabdlica del
Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol a Formazan (producto de color
purpura) por parte de las células. La concentracién de Formazan es directamente

proporcional al nimero de células viables en el cultivo estudiado.

Los estudios de proliferacién se realizaron tanto en cultivos a corto plazo como en
cultivos a largo plazo. Siendo denominado cultivos a corto plazo aquellos que han recibido
solo dos pases para su subcultivo desde el momento en que se establecié la linea celular, y
los cultivos a largo plazo, aquellos que habian recibido 10 pases después de ser establecida

la linea celular.

La tasa de crecimiento de las células mantenidas en medio suplementado con PRP o
SBF a corto y largo plazo, se determind segun la siguiente metodologia: las células fueron
ajustadas a una concentracion final de 2x10* células/ml y se suspendieron en placas de
cultivo de 96 pocillos (Falcom, Becton Dickinson Labware, Nueva Jersey, Estados Unidos)
con medio DMEM que contenia como suplemento PRP al 10% o SBF al 10%, conteniendo en

total 200 ul por pocillo. Dichas placas fueron incubadas a 37°C en estufa de CO, durante 24
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Una vez pasadas las 24 horas, se retird el medio de cultivo de todos los pocillos y
posteriormente las células se lavaron con medio DMEM. A continuacién se aifadieron 100 pl
por pocillo de medio DMEM sin rojo fenol que contenia 5 mg/ml de MTT, incubandose
durante 4 horas a 37°C en estufa de CO, al 5%. Transcurrido ese tiempo, se retird el
sobrenadante y se afiadieron 100 ul por pocillo de Dimetilsulféxido (DMSO) (Merck
Chemicals, Nottingham, Reino Unido) para disolver los cristales de Formazan. Se dejé actuar
durante 30 minutos y finalmente se midié por espectrofotometria, a una longitud de onda

de 570 nm (SUNRISE TM-Basic, TECAN, Mannedorf, Suiza).

Los resultados fueron expresados como el valor medio de la absorbancia % la

desviacion estandar.

2.5. Estudio del perfil antigénico de los fibroblastos humanos en cultivo.

El perfil antigénico de los fibroblastos humanos mantenidos en cultivo a corto y largo
plazo en presencia de PRP o de SBF, como unica fuente de FC, se determiné mediante el uso
de una bateria de anticuerpos monoclonales (Abmo), los cuales se especifican en la tabla 3,

y las técnicas de microscopia confocal y citometria de flujo.
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Tabla 3. Anticuerpos monoclonales utilizados en el estudio del efecto del PRP sobre el perfil
antigénico de los cultivos primarios de fibroblastos humanos. FITC: Fluorescein-isothiocyanate. PE:

Phycoerythrin.
Abmo Especificidad Fluorocromo Proveedor
Caltag (Burlingame,
Control PE PE . .
California, EEUU)
Caltag (Burlingame,
Control FITC FITC . .
California, EEUU)
. . (R&D SYSTEMS®,
L . Anti-Vimentina L .
Anti-Vimentina-Humana PE PE Minedpolis, Minnesota,
Humana
EEUU)
Anti- (R&D SYSTEMS®,
Anti-Fibronectina-Humana FITC Fibronectina FITC Mineapolis, Minnesota,
Humana EEUV)
_ _ (R&D SYSTEMS®,
. . Anti-a-Actina oL .
Anti-a-Actina-Humana PE PE Mineapolis, Minnesota,
Humana
EEUU)

2.5.1. Perfil antigénico mediante microscopia confocal.

Las células procedentes de las diferentes condiciones de cultivos fueron separadas
del frasco de cultivo con una solucién de tripsina al 0.05% y EDTA al 0.02% a 37°C durante
10 minutos y posteriormente se neutralizé con medio de cultivo suplementado con SBF o
PRP al 10%. Las células fueron recogidas y lavadas con PBS mediante centrifugacion a 1200
r.p.m. durante 10 minutos. El sedimento obtenido se suspendié en el correspondiente
medio de cultivo suplementado con SBF al 10% o con PRP al 10%, ajustandose a una
densidad celular final de 2x10* células/ml para posteriormente ser cultivadas en pocillos
estériles especificos para microscopia (Nunc, Sigma Chemical Co., St. Louis, Misuri, Estados

Unidos), los cuales fueron incubados a 37°C en estufa de CO, durante 24 h. Transcurrido
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este tiempo, las células fueron fijadas con una solucién fria de metanol-acetona (v/v)
durante un periodo de 10 minutos a temperatura ambiente. Una vez finalizado el tiempo de
fijacion, las células fueron lavadas 3 veces con PBS, bloqueandose las uniones inespecificas
con SBF al 10% en PBS durante 30 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, las
células fueron marcadas con dos Abmos: anti-fibronectina humana marcada con isocianato
de fluoresceina (FICT: fluorescencia verde) y anti-a-actina humana marcada con ficoeritrina
(PI: fluorescencia roja) a una concentracién de 1:500 durante 2 horas a 37°C en oscuridad.
Transcurridas las 2 horas, las células fueron lavadas 2 veces con PBS y sus nucleos fueron
tefiidos con DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole, Sigma Chemical Co., St. Louis, Misuri,
Estados Unidos) a una concentracion de 10 pg/ml, para lo cual se dejd incubar durante 15
minutos. Pasado este tiempo se volvid a lavar con PBS y se visualizaron las células con un

microscopio de laser confocal (Leica, DM IRB, Leica Microsystems, Wetzlar, Alemania).

2.5.2. Perfil antigénico mediante citometria de flujo.

Para estudiar la expresion antigénica de los diferentes cultivos de fibroblastos
mediante citometria de flujo, las células procedentes de las diferentes condiciones de
cultivos fueron separadas del frasco de cultivo y recogidas por centrifugaciéon, como se ha
descrito anteriormente. El sedimento obtenido se suspendié en medio DMEM sin rojo fenol
ajustandose la suspensién a una concentracién final de 5x10° células/ml. Para el estudio de
la expresidn antigénica las células previamente fueron fijadas y permeabilizadas, para
posteriormente ser marcadas con los correspondientes anticuerpos monoclonales (Abmo).
El proceso de fijacién y permeabilizacion se llevé a cabo mediante el kit Caltag (Burlingame,

California, EEUU). Para ello se tomaron 400 ul de la suspension celular, a la cual se
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adicionaron 100 pl de reactivo “A” del kit para la fijacion de las células, incubandolas
durante 15 minutos a temperatura ambiente. Una vez pasado este tiempo se lavaron las
células con PBS y se centrifugaron a 1600 r.p.m. durante 5 minutos. Se retird el
sobrenadante y al sedimento se afiadieron 400 ul de PBS. Una vez fijadas las células se
procedid a la permeabilizacién celular mediante la adicion de 100 ul de reactivo “B” de
dicho kit, incubandose durante 15 minutos a temperatura ambiente; posteriormente, se
lavé con PBS y se centrifugd a 1600 r.p.m. durante 5 minutos. Se adicionaron 400 ul de PBS
al sedimento obtenido tras la centrifugacién. 100 ul de esta suspension celular se incubaron
con 10 pl de cada Abmo (Tabla 3) durante 30 minutos en oscuridad. Transcurrido este
periodo de tiempo las células fueron lavadas por centrifugacién (1200 r.p.m.) durante 10
minutos con 1 ml de PBS; tras retirar el sobrenadante, el sedimento se suspendié en 800 pl
de PBS para su lectura en un citémetro de flujo (FASC Canton Il, SE Becton Dickinon, Palo
Alto, California, Estados Unidos), con laser de argdén a una longitud de onda de 488 nm para
determinar el porcentaje de células fluorescentes. En todos los ensayos se incluyé un
control de isotipo marcado con isocianato de fluoresceina o ficoeritrina, con objeto de
descartar falsos positivos por unidn inespecifica. El porcentaje de células que expresa
positivamente el anticuerpo, se calculé entre 2.000 y 3.000 células. Dicho ensayo se realizd

al menos cinco veces para cada antigeno en todos los cultivos.

2.6. Estudio de la morfologia de los fibroblastos humanos en cultivo.

Para el estudio de la morfologia de los fibroblastos cultivados a corto y largo plazo en
presencia de PRP o SBF, como unica fuente de FC, se utilizd microscopia electrénica de

scanning y microscopia electrénica de transmisién.
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2.6.1. Microscopia electronica de scanning.

Para el estudio de la morfologia con microscopia electrénica de scanning los
diferentes cultivos de fibroblastos fueron cultivados en placas de 6 pocillos (Falcom, Becton
Dickinson Labware, Nueva Jersey, Estados Unidos) en su correspondiente medio de cultivo.
Tras 24 h de incubacién a 37°C en estufa de CO, al 5%, las células fueron fijadas con
glutaraldehido al 2% en tampdn Cacodilato de Sodio 0.1 M a pH 7.4 durante 1,5 h a 4°C.
Posteriormente las células fueron lavadas con el mismo tampdn 3 veces durante 10 minutos
y fijadas con Tetréxido de Osmio al 1% en tampdn Cacodilato 0.1 M, durante 1 h en
oscuridad a 4°C. Una vez pasado este tiempo las células fueron deshidratadas en gradientes
de acetona, realizdndose la técnica de secacion por punto critico. Las células se metalizaron
en oro en atmésfera de Argdn. Finalmente, las preparaciones se visualizaron y fotografiaron
usando el microscopio electrénico de barrido DSM 950 Zeiss (Carl Zeiss Microscopy, S.L.,

Barcelona, Espafia).

2.6.2. Microscopia electrdnica de transmision.

Para el estudio de la morfologia por microscopia electrénica de transmisién, las
células bajo las diferentes opciones de cultivo fueron incubadas en su correspondiente
medio de cultivo en placas de 6 pocillos (Falcom, Becton Dickinson Labware, Nueva Jersey,
Estados Unidos) durante 24 h a 37°C en estufa de CO, al 5%. Pasadas las 24 h, las células
fueron fijadas con una solucién que contiene: 1% glutaraldehido y 15% formaldehido en
tampdn Cacodilato de Sodio 0.1M (pH 7.4) a una temperatura de 4°C durante 1h con

Tetroxido de Osmio al 1% se realizé una segunda fijacion con el mismo tampon y llevando
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como aditivo Ferrocianuro Potasico. A continuacidon, las células se deshidrataron en
gradientes de etanol para ser finalmente incluidas en la resina epdxica Epon 812 (Shell
Chemical, Texas, Estados Unidos). Una vez tratadas asi las diferentes muestras, se cortaron
en un ultramicrétomo Ultracut E Reichert-Jung (Shannon Modla, Newark, Estados Unidos).
Como agentes de contacto se han utilizado Citrato de Plomo y Acetato de Uracilo. Las
muestras fueron llevadas para su visualizaron a un microscopio electrénico de transmision

EM10C Zeiss (Carl Zeiss Microscopy, S.L., Barcelona, Espafia).

3. ANALISIS ESTADISTICO

Para el tratamiento estadistico de los datos hemos utilizado la version 20.0 del

paquete estadistico Statistical Program for Social Science (SPSS).

3.1. Ensayo Clinico.

e Analisis descriptivo.

Para describir el perfil de la poblacién se emplearon técnicas de estadistica
descriptiva univariante, usando para las variables cualitativas tablas de frecuencia y para las
variables cuantitativas resumenes numéricos (maximo, minimo y media, como medida de

tendencia central, y la desviacién estandar, como medida de dispersién).

e Analisis bivariante:
Para evaluar la asociacion entre variables, los datos han sido expresados como el
valor de la media y la desviacion estandar. Hemos utilizado el analisis de la varianza de dos

vias (ANOVA) para evaluar el efecto del los diferentes tratamientos sobre la cicatrizacién de
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las UPP. Las diferencias entre tratamientos se determinaron segun el test de Games-

Howell, siendo consideradas significativas aquellas que presentaron un valor de P <0.05.

Para analizar la correlacion entre la evolucién de la cicatrizacién en relacién con los
parametros clinicos del paciente se realizé segun el test de Mann-Whitney para variables
paramétricas (tratamiento farmacolédgico) y mediante el Coeficiente de Rho de Spearman

para variables no paramétricas (parametros bioquimicos y hematolégicos).

3.2. Ensayos in vitro.

Para el andlisis estadistico de los ensayos de proliferacidn y expresion antigénica se
realizaron comparaciones entre las medias aplicando el test de la t de Student,

considerando un intervalo de confianza del 95%.
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V. RESULTADOS
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1.ENSAYO CLiNICO

1.1. Descripcion de la poblacion de estudio.

Para la realizacién de este estudio se contactd con un total de 115 pacientes que
reunian los criterios de inclusién. Quince de ellos se negaron a participar,
fundamentalmente debido a la negativa de los propios familiares por el miedo a molestias o
posibles complicaciones derivadas del estudio. De manera que se incluyeron finalmente un

total de 100 pacientes, de los cuales, 40 fueron hombres y 60 mujeres.

La edad media de la poblacién estudiada fue de 82.54 + 4.71 afios. La gran mayoria

de ellos (90%) eran totalmente dependientes, segun el indice de Barthel.

La analitica realizada a los pacientes estudiados presentaba valores medios de
albumina de 3.48 + 0.7 (g/dL), de proteinas totales de 6.15 + 0.78 (g/dL) y de plaquetas de

325 + 109.84 (n2/mm°).

Entre los farmacos consumidos habitualmente por los pacientes del estudio, las
Estatinas y los AINES fueron los mas comunes, ya que un 82% de los pacientes consultados
tomaban Estatinas y un 50% del total analizado consumian algun tipo de AINE a diario. Sélo

7 de los 100 pacientes estudiados tomaban Heparina y el 6% del total, Hormona Tiroidea.

Con respecto a la dieta, mas de la mitad (el 56%) llevaban una dieta normal, y el 44%
restante requerian dietas especiales, entre las que se incluian dietas diabéticas,

hipocaldricas o hiperproteicas, segiin necesidades concretas de cada paciente.

Todos los datos relacionados con la descripcion de variables tanto cualitativas como

cuantitativas de la poblacién de estudio pueden consultarse en las Tablas 4 y 5.

113



Tabla 4.- Variables cualitativas de los pacientes incluidos en el ensayo clinico.

PACIENTE
DATOS
Numero (n) Porcentaje (%)

Hombres/Mujeres 40/60 40/60

Dieta

Normal 56 56

Especial (Diabética, Hipocaldrica, hiperproteica, ...) 44 44

Tratamiento Farmacolégico

AINES 50 50

Estatinas 82 82

Heparinas 7 7

Hormona Tiroidea 6 6

Test de Barthel

Grado de dependencia leve 10 8.0

Grado de dependencia moderado 0 0

Grado de dependencia grave 24 194

Grado de dependencia total 90 72.6

Tabla 5.- Variables cuantitativas de los pacientes incluidos en el ensayo clinico.
PACIENTE
DATOS
Maximo Minimo Media SD

Edad (afios) 64 90 82.54 4.71
Duracion de la evolucion de la UPP (meses) 9 2 4.46 1.40
Tiempo de estancia en el centro (meses) 84 1 13.02 18.13
Test Barthel 95 0 12.74 19.32
Albumina (g/dL) 5.20 2.10 3.48 0.70
Proteinas Totales (g/dL) 7.80 4.60 6.15 0.78
Plaquetas (n2/mm?) 720 160 325 109.84
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1.2. Descripcion de las variables relacionadas con las UPP.

Los 100 pacientes incluidos en el ensayo clinico fueron asignados de forma

aleatorizada a uno de los 4 grupos de estudio, analizdndose un total de 124 UPP, ya que

hubo casos en los que los pacientes presentaban mds de una Ulcera susceptible de ser

estudiada. En tal situacién, al ser asignado el paciente a un grupo concreto, las distintas

Ulceras mostradas por dicho paciente recibieron el mismo protocolo correspondiente a su

grupo de estudio.

Cabe senalar que, en el momento del comienzo del estudio las UPP presentaban un

tiempo de evolucion medio de 4.46 + 1.40 meses, por lo tanto en todos los casos se trataba

de lesiones cuya evolucion era térpida, que no habian respondido al tratamiento y cuidado

correspondiente. Esta variable asi como las restantes variables relacionadas con las UPP de

la poblacién estudiada pueden consultarse en la Tabla 6.

Tabla 6.- Variables cualitativas de las UPP incluidas en el ensayo clinico.

DATOS v uPP -
Numero (n) Porcentaje (%)

Localizacién

Trocanter 22 17.8

Coxis 35 28.2

Talén 48 38.7

Maléolo 6 4.8

Gluteo 13 10.4
Dolor en el cambio de apdsito

Si 4 3,2

No 120 96.8
Estadiaje (clasificacion EPUAP)

Grado Il 22 17.7

Grado Il 102 82.3
Estado de la piel perilesional

Buena 95 76.6

Afectada 24 23.4
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Con respecto a la localizacién anatémica de las Ulceras, 48 de ellas se encontraban
en el taldn, 35 en el coxis, 22 en el trocanter, 13 en el gluteo y 6 en el maléolo. En la Figura 1

se recoge un ejemplo de cada una de las localizaciones que presentd la poblacién de

estudio.
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Fig. 1.- Fotografia que muestra la localizacion de la UPP: A) coxis; B) taldon derecho; C) gluteo; D) maléolo
derecho; E) trocanter.
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El estado de la piel perilesional de las UPP estudiadas era bueno en el 76.6% de las
Ulceras. En la Figura 2 se muestra un ejemplo de ulcera con piel perilesional con buen
aspecto y con piel perilesional afectada. Ademads, hemos de sefialar que sélo un 3.3% de los

casos estudiados manifestd sentir dolor al cambio del apdsito.

Fig. 2.- Fotografia que muestra el aspecto de la piel perilesional:
A) afectada; B) buen aspecto.

En cuanto al tipo de UPP incluidas en este ensayo, el 82.3% del total fueron
clasificadas como ulceras de Grado lll y el 17.7% como Ulceras de Grado I, segun la
clasificacién de la EPUAP. Dos Ulceras han sido seleccionadas a modo de ejemplo, una de

cada tipo, como puede ser observado en la Figura 3.
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Fig. 3.- Fotografia que muestra el tipo de UPP segun la clasificacidon de la EPUAP: A) Grado II; B) Grado
.

1.3. Efecto de los distintos tratamientos en el proceso de cicatrizacion

de las UPP.

Para determinar el efecto de los distintos tratamientos estudiados sobre la
cicatrizacién de las UPP nos hemos centrado fundamentalmente en dos parametros: el
grado de cicatrizaciéon, el cual se determindé a partir del area que mostré la lesién al
comienzo del estudio y el area que presento la lesidn al final del estudio, y en el nimero de
casos en los que la ulcera cicatrizé totalmente. Nuestro estudio muestra que los tres
tratamientos seguidos fueron significativamente efectivos con respecto a ambos

parametros (Tabla 7 y 8).

En relacidn con el efecto de los distintos tratamientos sobre el grado de cicatrizaciéon
de las UPP objeto de nuestro estudio, observamos que aquellas que recibieron una dosis de
PRGF (grupo A) mostraron una disminucion significativa (P < 0.001) del drea media de la
lesion del orden del 48.38 + 25.89 %, las que recibieron dos aplicaciones de PRGF (grupo B)
experimentaron un porcentaje medio de cierre del 54.86 + 44.77 % y aquellas que fueron

tratadas con dos dosis de PRGF mas AH (grupo C), alcanzaron valores medios del 80.48 +
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27.06 %. Mientras que las UPP que recibieron cura en ambiente humedo exclusivamente
(grupo control) experimentaron un porcentaje medio de cicatrizaciéon del 10.38 £ 13.32 %

(Fig. 4).

Tabla 7.- Porcentaje de cicatrizacidon de las UPP en los 4 grupos de estudio. Grupo control (cura
humeda), Grupo A (una dosis de PRGF); Grupo B (dos dosis de PRGF); Grupo C (dos dosis de PRGF
mas AH).

Grupos de Estudio upP Media D Signh,‘icfa\ci()n
(n) Estadistica (P)
Grupo Control 25 10.38 13.32 -
Grupo A 34 48.38 25.89 0.000
Grupo B 25 54.86 44.77 0.000
Grupo C 40 80.48 27.06 0.000

*Significativo para valores de P < 0.05

Tabla 8.- Porcentaje de Ulceras que muestran cicatrizacién total como consecuencia del
tratamiento.

Cicatrizacion Completa de la UPP
Grupo Nimero Sienificacis
. ignificacion
de Estudio pacientes Porcentaje g L.
Estadistica (P)

Control
(n = 25) 0 0 .
Grupo A
(n=34) 3 8.82 0.127
Grupo B
(n=25) 8 32 0.002*
Grupo C
(n = 40) 15 37.5 0.000*

*Significativo para valores de P <0.05
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Evolucion de las UPP
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Fig. 4.- Grado de cicatrizacién de la de la UPP expresado como el porcentaje de reducciéon del area
de la lesién. * P<0.001.

Tomando como referencia el porcentaje de cicatrizacidon de las ulceras tratadas con
cura en ambiente humedo observamos que, el cierre de la herida fue un 30% mayor en las
ulceras que recibieron una sola aplicaciéon de PRGF, un 44.48% mayor en aquellas tratadas
con dos dosis de PRGF, incrementandose hasta en un 70.1% el cierre de las UPP tratadas
con dos dosis de PRGF en combinacidon con AH. Estos datos ponen de manifiesto que la
aplicacion de dos dosis de PRGF mas AH constituye la alternativa de tratamiento mas

efectiva en el proceso de cicatrizacion de las UPP.

El analisis bivariante entre el porcentaje de cicatrizacion de las UPP en relacién al
grupo de estudio muestra que existe una asociacion significativa entre el tratamiento
recibido y el grado de cicatrizacion de las heridas, observando una mayor cicatrizacién en
aquellas ulceras tratadas con una dosis de PRGF, dos dosis de PRGF o dos dosis de PRGF mas

AH, que en las tratadas con cura en ambiente himedo exclusivamente (P < 0.001) (Tabla 7).
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Otra de las variables que consideramos de interés para el analisis de nuestro estudio,
como ya hemos referido anteriormente, fue el porcentaje de ulceras que mostraron una
cicatrizaciéon total como consecuencia del tratamiento recibido. En la Tabla 8 podemos
observar que en el grupo control, el cual recibe un tratamiento estdndar de cura en
ambiente humedo, no llegd a cerrarse ninguna de las Ulceras estudiadas. En el grupo de
tratamiento A, cerraron por completo 3 ulceras de un total de 34 lo que supone un 8.82%.
En el grupo de tratamiento B, fueron 8 Ulceras de un total de 25 (32%) y finalmente en el
grupo de tratamiento C, fueron 15 Ulceras de 40 las que cicatrizaron completamente, lo que
representa el 37.5% de la poblacién de estudio asignada a ese grupo de tratamiento. El
analisis estadistico de estos datos, con respecto al grupo control, muestra que hay
diferencias significativas en relacidn al cierre total de las UPP, sélo cuando se tratan con dos
aplicaciones de PRGF 6 con dos aplicaciones de PRGF mas AH con valores de P=0.002y P =
0.004, respectivamente. Por lo tanto, los datos obtenidos ponen de manifiesto que existe un
mayor éxito del cierre de las UPP, cuando se aplica el PRGF en dos ocasiones y mayor aun

cuando se combina con AH Figura 5.

UPP que cierran totalmente
% %k

40
30
20
10

Grupo GrupoA GrupoB GrupoC
Control

Fig. 5.- Porcentaje de UPP que muestran cicatrizacién total en la poblacién de estudio.
* P<0.002, ** P<0.001.
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En la Figura 6 se muestra fotograficamente la evolucién en el tiempo de una ulcera

gue progresa a la cicatrizacién total como consecuencia del tratamiento.

=
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=
pe
-
-
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oy

Fig. 6.- Secuencia fotografica cada 3 dias de la evolucién de una ulcera tratada.

Aunqgue estos dos parametros, grado de cicatrizacién y cicatrizaciéon total de la
Ulcera, muestran de forma clara y sencilla la efectividad de los tratamientos, hemos de
sefialar que el estudio ha supuesto el seguimiento continuado de las lesiones cada 3 dias
hasta completar las 5 semanas de estudio. En dicho seguimiento, junto a la determinacion

del area de la Ulcera, otros datos han sido recogidos como el exudado o el aspecto del lecho

de la herida.

122



Resultados

En la Figura 7 podemos observar la evolucién del drea de una de las Ulceras tratadas,
la cual disminuyé de forma apreciable a partir de las 24 h posteriores al tratamiento,
experimentando una reduccidn del drea de la lesion del 28.6%. Si bien cabe sefalar que la
disminucion observada no siempre fue progresiva, sino que se detecta un perfil evolutivo a
modo de picos, con una reduccién del drea de la lesion mayor del 50%, con respecto al area
inicial, a partir del dia 12. Esta evolucidn en picos se repite en practicamente todos los
casos. De igual modo en la Tabla 9 recogemos de forma pormenorizada, junto a los datos
del tamafio de la ulcera, otros datos que reflejan la evolucion del proceso de cicatrizacidon
desde el dia 0, dia del tratamiento, al dia 33, dia en el que se hizo la ultima valoracién. Como
podemos apreciar a partir de los 21 dias del tratamiento se observa practicamente ausencia
de exudado, unido a la epitelizacién del tejido. El perfil de evolucidn de la Ulcera, en relacion

al tipo de tejido y la cantidad de exudado, puede ser observado en la Figura 8.

Evolucion de la Herida

® Area

Dias

Fig. 7.- Evolucion del drea que presenta una ulcera tratada expresada en cm?.
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Tabla 9.- Datos de la evolucién de una UPP tratada.

Dimensiones (cm?®) % cicatrizacion Exudado

4.44 0.0 Moderado | Granulacion/esfacelo
3 3.17 28.6 Moderado Granulacién
6 2.16 51.4 Ligero Granulacién
9 1.56 64.9 Ligero Granulacién
12 2.6 41.4 Moderado Esfacelo/granulacion
15 1.45 67.3 Moderado Granulacién
18 1.05 76.4 Ligero Granulacién
21 1.6 64.0 Ligero/ninguno Epitelial
24 0.9 79.7 Ninguno Epitelial
27 0.6 86.5 Ninguno Epitelial
30 0.2 95.5 Ninguno Epitelial
33 0 100.0 Ninguno Epitelial

Tejido esfacelar

Exudado moderado

Tejido de granulacion

Exudado leve

0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 33 36
Dias

Fig. 8.- Perfil de evolucion del tejido del lecho de la herida y cantidad de exudado de una ulcera
tratada.

Otro aspecto de gran importancia detectado a lo largo del ensayo clinico ha sido que
ninguna de las UPP estudiadas presentd signos de infeccion local, en los 36 dias de

seguimiento, independientemente del grupo de estudio en el que se encontrasen.
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Paralelamente, el tejido del lecho de la herida, en todas las UPP estudiadas, siempre fue
tejido de granulacion o tejido con esfacelos, no llegando a encontrar en ningln caso tejido

necratico.

1.4. Efecto de distintas variables clinicas del paciente en el porcentaje

de cicatrizacion de las UPP.

En el presente ensayo clinico junto al estudio de la evoluciéon y efectividad de los tres
protocolos de tratamiento seguidos, hemos analizado la relacién de esta evolucidn con otras

variables clinicas de la poblacidn de estudio.

En la Tabla 10 se encuentran los resultados de la asociacién entre el porcentaje de
cicatrizacién de las UPP con respecto al tratamiento farmacolégico que reciben los
pacientes. Segun el test de la U-Mann-Witney no hay asociacion entre la evolucion de la
lesiéon y el consumo de farmacos como AINEs (P = 0.839), Heparinas (P = 0.416) u Hormona
Tiroidea (P=0.06). En cambio, si que encontramos una relacion negativa entre el porcentaje
de reduccion de las heridas en aquellos pacientes a los que se les administran Estatinas, con

un nivel de significacién de P <0.001.

Por otro lado, y en relacidon a los datos de la analitica clinica mostrada por los
pacientes del estudio, no hemos encontrado asociacién, segun el Coeficiente de Rho de
Spearman, para las variables de tipo no paramétrico, entre los valores medios de albuminay
de proteinas totales en suero y el grado de cicatrizacion de la herida. En cambio, si que se

detectd una correlacion negativa entre los valores medios de plaquetas en sangre y el
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porcentaje de cierre de las UPP, en el sentido de que evolucionaron mejor aquellas heridas

de pacientes con valores menos elevados de plaquetas en sangre (P = 0.0001) (Tabla 11).

Tabla 10.- Relacién entre el grado de cicatrizacidon de la UPP vy el tratamiento farmacoldgico
seguido por el paciente segln el test de U-Mann-Witney.

Grado de Cicatrizacion

Media = SD
Farmaco Sin Tratamiento Con Tratamiento P
Farmacolégico Farmacolégico
AINEs 51.18 £+ 37.22 53.20 £ 39.07 0.839
Estatinas 57.95 +37.98 26.58 £ 27.56 0.001*
Heparinas 52.91+37.75 43.47 £47.51 0.416
Hormona Tiroidea 50.97 + 38.05 80.08 +32.30 0.060

*Significativo P < 0.05
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Tabla 11.- Relacién entre el grado de cicatrizacion de la UPP vy la analitica clinica del

paciente segun el Coeficiente de Rho de Spearman.

Grado de Albumina (g/dL) Total proteinas Plaquetas
cicatrizacion (%) (g/dL) (ne/mm?)
Coeficiente de
P 0.290 0.334 0.000*

*Significativo P <0.01
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2.ESTUDIO IN VITRO

2.1. Aislamiento, cultivo y establecimiento de las lineas celulares.

Las muestras de biopsias de tejido gingival humano se tomaron de voluntarios sanos,
siendo en total 5 biopsias de 5 voluntarios (2 hombres y 3 mujeres) con edades
comprendidas entre los 20 y 25 afios. Una vez procesadas las muestras y puestas en cultivo,
el tiempo requerido para la obtencidn de una linea celular (la cual se consideré establecida
cuando se obtuvo un cultivo confluente) varié de forma importante en funcién de la fuente
de FC utilizados en cada caso, aun partiendo de las células aisladas de la misma muestra de
tejido gingival. Las células cultivadas en medio DMEM con suplemento de PRP al 10%
requirieron un menor tiempo para llegar a la confluencia, que oscilé entre 17 y 20 dias,
mientras que las células procedentes de la misma muestra de tejido cultivadas en presencia

de SBF al 10% necesitaron entre 20 y 25 dias para llegar a la confluencia.

2.2. Efecto del PRP sobre la proliferacion celular.

El estudio del efecto del PRP sobre la capacidad proliferativa de las distintas lineas
celulares establecidas fue determinado tanto en cultivos a corto plazo como en cultivos a
largo plazo. Como podemos observar en la Figura 9, la tasa de crecimiento de las células de
las lineas cultivadas en presencia de PRP al 10% a corto plazo, mostraron una mayor
capacidad proliferativa que las células de las lineas cultivadas con SBF al 10% (P<0.001). Por
el contrario, cuando analizamos la capacidad proliferativa de las células procedentes de

cultivos a largo plazo, observamos que aquellas que habian sido cultivadas con PRP al 10%
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muestran una tasa de crecimiento ligeramente menor, aunque no llegar a ser significativa,

respecto a las células cultivadas en presencia de SBF al 10% bajo las mismas condiciones.

1,40 I

m SBF = PRP
1,20
1,00

0,80

0,60

ABSORBANCIA

0,40

0,20

0,00
CORTO PLAZO LARGO PLAZO

Figura 9.- Proliferacion de las distintas lineas celulares cultivadas con medio
DMEM suplementado con SBF al 10% o PRP al 10% como Unica Fuente de FC, a
corto y largo plazo, después de 24 h de incubacion. La técnica que se utilizé fue
la del MTT y los datos se expresaron como la media de la absorbancia * la
desviacién estandar. *P < 0.001.

2.3. Efecto del PRP sobre el perfil antigénico de los fibroblastos

humanos en cultivo.

El estudio de la expresién de marcadores se ha realizado por citometria de flujo y por
microscopia confocal, mediante el uso de una bateria de Abmo unidos a fluorocromos en las
distintas lineas celulares mantenidas en cultivo y en presencia de PRP al 10% o SBF al 10% a

corto y largo plazo.
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2.4. Perfil antigénico mediante citometria de flujo.

La expresidn de marcadores de las células cultivadas en presencia de SBF o PRP se
muestra en la Tabla 12. Como podemos observar después de dos pases en los distintos
cultivos realizados con SBF y PRP como fuente de FC, practicamente la totalidad de las
células analizadas expresaron los antigenos Vimentina y Fibronectina, sin embargo las
células mostraron una expresion del orden del 5% para la a-actina en las distintas lineas
celulares (SBF y PRP). Por el contrario, cuando analizamos las células cultivadas en PRP a
largo plazo observamos que, junto a la expresion positiva de Fibronectina y Vimentina,
se detecta una expresion positiva para la a-actina en el 65% de la poblacién analizada,
no detectdndose cambios en las células cultivadas en SBF. También cabe sefialar que
esta expresion fue homogénea en las distintas lineas celulares establecidas bajo las

mismas condiciones de cultivo.

2.5. Perfil antigénico mediante microscopia confocal.

El estudio de la expresidn antigénica mediante microscopia confocal corroboré los
datos citométricos anteriores, ya que como se muestra en la Figura 10, en las células
cultivadas a largo plazo en medio DMEM suplementado con PRP al 10%, existen dos
poblaciones celulares, una de color verde como consecuencia de su marcaje especifico con
el Abmo Anti-fibronectina (FITC) y otra poblacién doblemente tefiida de color rojo y verde

debido al doble marcaje los Abmo Anti-fibronectina (FICT) y Anti a-actina (PE).
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Fig. 10.- Inmunotincién con los Abmo Fibronectin-FITC y a-actin-PE de las células cultivadas a largo plazo en medio DMEM
suplementado con PRP al 10% y SBF al 10% como Unica Fuente de FC.
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Tabla 12.- Expresién antigénica de las distintas lineas celulares cultivadas con medio DMEM
suplementado con SBF al 10% o PRP al 10% como Unica fuente de FC determinada mediante
citometria de flujo.

Expresion Antigénica (%) Expresion Antigénica (%)
Marcadores Cultivos a corto plazo Cultivos a largo plazo
PRP SBF PRP SBF

Fibronectina 83.06 +4.20 84.20+3.01 78.86 +3.20 81.20+2.78

Vimentina 91.44 +3.20 91.60 + 3.48 90.54 +£3.10 91.39+3.58

a-actina 5.2+1.44 44 +1.62 65.03 + 2.14* 7.1+1.22

*Significativo P < 0.001

2.6. Estudio de la morfologia celular en cultivos primarios de

fibroblastos humanos.

El estudio de la morfologia de las células de los diferentes cultivos se llevd a cabo

mediante microscopia electrdnica de scanning y microscopia electrénica de transmision.

2.6.1. Estudio mediante microscopia de scanning.

El estudio de la morfologia celular de las células cultivadas en presencia de medio
DMEM suplementado con PRP al 10% o SBF al 10% a corto y a largo plazo mediante
microscopia de scanning mostrd, que si bien después del segundo pase no hay diferencias
apreciables a nivel morfoldgico entre las células de una linea cultivada con PRP respecto a
las células de la linea cultivada en SBF, cuando analizamos las células mantenidas en

presencia de PRP como Unica fuente de FC a largo plazo observamos la existencia de dos
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poblaciones, una de tipo fusiforme y otra de aspecto mds voluminoso y no fibroblastica,
mientras que en los cultivos realizados en presencia de SBF como fuente de FC solo

podemos ver una Unica poblacién, con una morfologia tipicamente fibroblastica (Fig. 11).

Fig. 11.- Analisis de la morfologia celular mediante microscopia de scanning
en la que se observan 2 poblaciones celulares de fibroblastos humanos en
cultivadas a largo plazo en medio DMEM suplementado con PRP (A) y SBF

(B) como Unica fuente de FC.
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2.6.2. Estudio mediante microscopia electronica de transmisidn.

El analisis de la ultraestructura de las células de los diferentes cultivos revela, al igual
gue en microscopia de scanning, que hay dos tipos celulares en los cultivos mantenidos en
presencia de PRP al 10% como unica fuente de FC, a diferencia de los cultivos en presencia
de SBF al 10% como Unica fuente de FC a largo plazo que solo muestran una poblacién (Fig.
12). En los cultivos en presencia de PRP se observa: A) una poblacién de un gran tamano que
presenta un citoesqueleto muy pronunciado, un menor reticulo endoplasmico, mitocondrias
largas y delgadas, menos ribosomas y ausencia de polisomas; y B) una poblacién mas
pequeiia y fusiforme con presencia de fibras, con numerosas vesiculas endociticas, un
abundante y dilatado reticulo endopldsmico rugoso, numerosos polisomas y una superficie
celular con abundantes prolongaciones. En los cultivos en presencia de SBF sdlo se observa
una Unica poblacién con una ultraestructura similar a la poblacién B) anteriormente

descrita.
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Fig. 12.- Analisis de la ultraestructura mediante microscopia de transmisidén en la que se
observan fotografias de fibroblastos humanos cultivados a largo plazo en medio DMEM
suplementado con PRP (A,B) y SBF (C,D) como Unica fuente de FC.
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Discusion

La incidencia de UPP es considerada por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
como uno de sus indicadores para evaluar la calidad asistencial de un pais, ya que estas
representan un importante problema asistencial dado su prevalencia y el impacto sobre la
salud y la calidad de vida de los pacientes. Ademas, se asocian con un aumento de estancia
hospitalaria y se correlacionan con un incremento en los costes hospitalarios. El desarrollo
de una UPP supone el riesgo de otros problemas clinicos, por lo que su prevencién es
primordial. Esto ha dado lugar a que distintos profesionales de la salud se hayan dedicado
en los ultimos afios a estudiar nuevas estrategias para su tratamiento. Pero es el personal de
enfermeria el que mas inquietud muestra por este problema sanitario, ya que sobre este
profesional recae la responsabilidad e interés en la busqueda de alternativas orientadas a la

prevencion, cuidado y tratamientos de las UPP.

Por todo lo anteriormente expuesto, en la presente Tesis Doctoral nos planteamos
como objetivo, el estudiar una nueva alternativa en el tratamiento y cuidado de las UPP,
mediante la realizacién de un ensayo clinico; asi como, indagar sobre el posible mecanismo
por el que dicha alternativa actla sobre el proceso de cicatrizacion, mediante el estudio in

vitro con células humanas en cultivo.

Ensayo Clinico.

El PRGF y el AH han sido aplicados como alternativas al tratamiento estandar de las
UPP con la finalidad de favorecer la cicatrizacidn de la lesién que éstas entrafian. El PRGF se

ha empleado como fuente de FC de caracter autdlogo, al objeto de propiciar la regeneracién
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de los tejidos lesionados, y por lo tanto favorecer su cicatrizacién, y el AH se ha usado

porque a nivel tisular puede actuar modulando la hidratacién y el balance osmético.

La poblacion utilizada para llevar a cabo el presente estudio ha estado compuesta
tanto por hombres como por mujeres con el perfil tipico de la poblacién de riesgo para
padecer una UPP. Pacientes de edad avanzada (82.54 afios), mayoritariamente mujeres
(60%), con un alto grado de dependencia (el 90% dependientes totales segun la escala de
Barthel) y residentes en un Centro de Mayores o de Asistencia a Crdnicos; en los que las
Ulceras se encontraban localizadas mayoritariamente en el talén, seguida de coxis y de
trocanter. Todos estos datos nos indican que el estudio se ha realizado sobre una poblacion
gue representa en gran medida a la poblacién media que padece una UPP y que
comunmente nos la vamos a encontrar en la mayoria de los estudios de UPP (Flattau &
Blank, 2012; Fogerty et al., 2008). Este aspecto es de gran transcendencia, ya que los
resultados aqui obtenidos serdn susceptibles de ser plenamente extrapolables al terreno

clinico diario.

La valoracion de los datos obtenidos en el presente ensayo clinico nos indica que la
utilizacion del PRGF y del PRGF mds AH en el tratamiento y cuidado de las UPP se muestra
como una metodologia util que favorece la cicatrizacion de las UPP. Este hecho va unido a

gue es una técnica sencilla, facil de aplicar y que supone un bajo coste econdmico.

Nuestro estudio muestra que la combinacién del PRGF y el AH produce una
disminucion del 100% de la lesidén a los 36 dias en el 37.5% de los pacientes que siguieron
este protocolo de tratamiento. Si bien, segun arrojan los datos de la monitorizacion de la
lesidn, entre los 15 y 20 dias de aplicado el PRGF, el proceso de cicatrizacidén sufre una cierta
ralentizacion, siendo en los primeros dias posteriores al tratamiento donde se observan los
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efectos mas llamativos. Lo que nos sugiere que la efectividad del plasma tiene lugar en los
primeros dias posteriores al tratamiento y una vez iniciada la regeneracién del tejido la
evolucién es mas lenta. Nuestros resultados estan en consonancia con los obtenidos por
Scevola et al. (2010) cuando tratan UPP con gel de plaquetas alogénico. Estos autores
sugieren que el gel es mds efectivo en las dos primeras semanas de tratamiento. Pero a
diferencia con nuestro ensayo clinico, este estudio pone de manifiesto que el tratamiento
prolongado no proporciona ninguna ventaja significativa en comparacién con el protocolo
estdndar, o de buena practica, en el tratamiento de ulceras crdénicas. El uso del gel de
plaguetas alogénico se fundamenta igualmente en su alto contenido en FC, si bien su
procedencia no autéloga podria de algin modo interferir en la evolucién del proceso de

cicatrizacién, lo que podria justificar una progresion diferente a la esperada.

Nuestros resultados corroboran la efectividad del PRGF descrita por otros autores en
el tratamiento de heridas crénicas en general (Anitua et al., 2008; de Leon et al., 2011; J. Liu,
Yuan, & Zhang, 2011; Orcajo et al., 2011). En los estudios realizados por Anitua (2008) y de
Leon et al. (2011) se hace una valoracidon conjunta de heridas crénicas de diferente
etiologia, y aln cuando los datos son favorables en relacidn a la cicatrizacion de las heridas
estudiadas, creemos que la valoracidn conjunta de los casos para determinar la utilidad del
PRGF en el tratamiento de lesiones crdénicas, entre las que se incluyen ulceras por presion,
puede interferir en la interpretaciéon de los resultados; siendo conveniente hacer una
valoracion por grupos de pacientes con Ulceras de una misma etiologia, ya que ello puede
tener importantes repercusiones en el proceso evolutivo de la cicatrizacion de las mismas.
Por otra parte, los articulos de Anitua et al. (2008) y de Leon et al. (2011) no describen la

dosis utilizada de PRGF en el tratamiento de ulceras, aspecto éste especialmente
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importante, ya que hay un estudio in vitro que describe que dosis elevadas de PRP muestran

un efecto adverso sobre el crecimiento celular (Hsu, Yuan, & Tseng, 2009).

Los estudios de Liu et al. (2011) y Orcajo et al. (2011) muestran, al igual que nuestro
estudio, que el PRGF puede cicatrizar completamente heridas crdénicas de tejidos blandos.
Asi, Liu et al. (2011) muestran la evolucion de tres pacientes (35-42 afios) con heridas
crénicas de etiologia traumatica, dos por accidente de coche y una de cirugia espinal, con
una evolucidon progresiva hasta su total cicatrizacion tras el tratamiento con una dosis no
descrita de plasma. En el estudio de Orcajo et al. (2011) lo que se trata es un pie diabético,

el cual igualmente evoluciona de manera favorable hasta su cicatrizacion.

El andlisis de la evolucién del tamano de la lesidn en los distintos grupos de estudio
muestra claramente que los tres protocolos de tratamiento disminuyen de manera
significativa el tamafio de la lesidon, mostrandose en orden de efectividad el protocolo C,
seguido del B y finalmente el protocolo A. Segun estos datos podemos sugerir que la
aplicacion de nuevas dosis en el tiempo favorece el proceso de cicatrizacién; y ademas que

el AH parece contribuir a mejorar dicho proceso.

Cuando el AH ha sido aplicado a nivel tisular, clasicamente se le han atribuido
propiedades lubricantes, higroscdpicas y homeostdticas. Actualmente sabemos que Ia
acciéon que desempeiia después de su aplicacién es mas compleja; actuando tanto a nivel de
la matriz extracelular como a nivel del tejido epitelial, para favorecer su regeneracion
(Beasley et al., 2009; Price et al., 2007; Saito, Furuya, & Kotake, 2010; Vogel, Crockett, Oden,

Laliberte, & Molina, 2010).
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La utilidad del AH ha sido ampliamente demostrada en distintos campos clinicos; sin
embargo, hay muy pocos datos de su uso en el tratamiento de UPP, o en su aplicacién junto
a FC. Nuestros datos ponen de manifiesto que la asociacién de AH y PRGF puede ser una
estrategia valida para favorecer la regeneracién de tejidos y por lo tanto el AH se presenta
como un buen coadyuvante de PRGF, cuya aplicacion asociada al PRGF en el tratamiento de
UPP puede suponer una disminucién del area de la herida y un incremento de la

probabilidad de cicatrizacién total de la lesidn.

Otro aspecto importante que hemos observado es que, de las 124 UPP incluidas en
el estudio, ninguna mostré signos de infeccion. Sabemos que una de las principales
complicaciones en el cuidado de las UPP es la infeccidn de la lesion, la cual puede no sélo
afectar a la evolucion del proceso de cicatrizacion de forma negativa, sino que incluso puede
comprometer la vida del paciente (Aitken et al., 2011; Ramarathnam et al., 2013; Soldera,
Nedel, Cardoso, & d’ Azevedo, 2013). En este sentido sabemos que el gel de plaquetas
presenta actividad antibacteriana. Una de las primeras descripciones de dicha actividad fue
realizada en 2008 por Moojen et al.. Estos autores describen que el PRP posee actividad
antibacteriana frente a Staphylococcus aureus, efecto que se mostré maximo en las
primeras horas del cultivo, concretamente entre las 4 a 8 horas del cultivo del
microorganismo en presencia de PRP. El efecto observado no sélo inhibié el crecimiento
bacteriano sino que disminuyd 100 veces el nimero de microorganismos del inéculo inicial,
lo que sugiere que el PRP no sélo tiene efecto bacteriostatico sino también efecto
bactericida, sobre esta poblacion bacteriana. La actividad antibacteriana se atribuyo
inicialmente a la presencia de mieloperoxidasas en el gel de plaquetas. Pero estos autores,

al determinar el papel de la actividad mieloperoxidasa sobre la accidon antimicrobiana
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detectada en el PRP, no encontraron correlacién entre la muerte bacteriana y esta actividad

enzimatica.

Posteriores estudios han confirmado que el PRGF, en diversas formulaciones, tiene
efecto antibacteriano frente a distintos microorganismos, tanto Gram positivos
(Staphylococcus aureus o Staphylococcus epidermidis) como Gram negativos (Escherichia
coli) (Anitua et al., 2012). Si bien, hay estudios que encuentran actividad frente a S. aureusy
E. coli, pero no frente a Klebsiella pneumoniae, Enterococcus faecalis y Pseudomonas
aeruginosa (Bielecki et al., 2007). Este efecto detectado en el PRFG es de gran importancia
clinica, ya que no sélo favoreceria la regeneracion del tejido sino que preservaria, al menos
en las primeras horas de su aplicacion en el lecho de la herida, de la posible contaminacion
de la lesion, lo cual claramente contribuye a la regeneracion del tejido. No obstante, hasta
la fecha desconocemos el mecanismo por el que el PRGF actua inhibiendo el crecimiento

bacteriano.

Los pacientes que han formado nuestra poblacién de estudio, en muchos de los
casos, estaban bajo tratamiento farmacolégico, y dado que hay referencias que muestran
gue determinados farmacos pueden tener efecto sobre los procesos de regeneracidn tisular,
tanto de forma favorable como de forma adversa (Diaz-Rodriguez, Garcia-Martinez,
Morales, et al., 2012; Farsaei, Khalili, & Farboud, 2012; Garcia-Martinez et al., 2011; Serra
et al., 2013), es por lo que hemos analizado la relacién entre la cicatrizacién y el consumo de

determinados farmacos (AINEs, Estatinas, Heparinas y Hormona Tiroidea).

Los AINEs son farmacos comunmente utilizados por su accién farmacoldgica como
analgésicos, antipiréticos y antiinflamatorios, cuyo consumo es habitual en la poblacion
anciana. En nuestro estudio el 50% de los pacientes tomaban de forma habitual algun tipo
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de AINE. Nuestros resultados muestran que no hay relaciéon, ni positiva ni negativa
significativa, entre el consumo de AINEs y la evolucidn de la cicatrizacién. En este sentido
sabemos que los AINEs tienen un efecto adverso sobre la regeneracién del tejido éseo (Ho,
Chang, & Wang, 1995; Pape et al., 2010), y es sobre el osteoblasto sobre quien ejerce su
accién. Pero también es sabido que no todos los AINEs tienen este efecto; asi, el ibuprofeno,
uno de los AINEs mas utilizados en clinica, no tiene accion sobre el crecimiento del
osteoblasto (Diaz-Rodriguez, Garcia-Martinez, De Luna-Bertos, Ramos-Torrecillas, & Ruiz,
2012), célula responsable de la formacién y regeneracion del hueso (Eriksen, 2010). De
modo, que el efecto de los AINEs sobre la regeneracién ésea depende de diversos factores
como la dosis y el principio activo (Arpornmaeklong, Akarawatcharangura, & Pripatnanont,
2008; Salari & Abdollahi, 2009). Esto nos sugiere que la ausencia de relacién entre
cicatrizacién y consumo de AINEs puede ser debida a que estos farmacos no actlien sobre
las poblaciones celulares implicadas en este proceso regenerativo, o bien a la naturaleza

guimica del AINE consumido en cada caso.

En un ensayo clinico realizado en 142 pacientes se demuestra que la administracion
subcutanea de 2850 UI/0.3 ml de Heparina de bajo peso molecular (Nadroparin) durante 12
meses favorece la cicatrizacién de Ulceras venosa (Serra et al., 2013). Por ello, en la presente
Tesis hemos valorado la relacién del consumo de Heparina y la cicatrizacion de las UPP
tratadas. Nuestros datos no muestran asociacion estadistica entre la evolucion de las UPP y
el consumo de Heparina; si bien, hemos de sefialar que nuestros resultados no son
concluyentes dado que el numero de pacientes a los que se les administré durante el

ensayo Heparina eran solo 7 de los 100 que participaron en el estudio.
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La administracion de Hormona Tiroidea ha sido otro de los farmacos que se han
valorado en nuestro estudio. Los resultados revelan una asociacidn positiva pero ésta no
llega a ser significativa estadisticamente. En este caso igualmente pensamos que el nimero
de pacientes con UPP a los que se les ha prescrito Hormona Tiroidea por padecer
hipotiroidismo era muy reducido (6%) lo que dificulta la valoracién. En relacion con la
Hormona Tiroidea, hemos de sefialar que ha sido descrito que esta hormona juega un
importante papel en la proliferacién epidérmica y en la cicatrizacion de heridas; si bien se
desconoce su accion fisioldgica a nivel de la piel (Zhang et al.,, 2012). Tarameshloo et al.
(2012) en un estudio experimental realizado en ratas Wistar muestran el efecto beneficioso
de la aplicacion tépica sobre heridas de una crema en donde se asocia Hormona Tiroidea y

gel de Aloe Vera.

Finalmente, otro de los farmacos que han sido estudiados son las Estatinas, las
cuales eran administradas a un elevado numero de pacientes de la poblacién de estudio (82
pacientes). Nuestros resultados muestran que el consumo de Estatinas tiene una relacidn
inversa significativa con el proceso evolutivo de la lesidn. En este sentido, hay distintos
estudios que muestran que la administracién de distintos tipos de Estatinas, bien de forma
oral y preferiblemente de forma tdpica, mejoran la cicatrizacién de heridas,
fundamentalmente en modelos animales (Bitto et al., 2008; Schiefelbein et al., 2008; Uygur,
Noyan, & Hahaolu, 2010). Su utilidad en la regeneracién tisular se basa en su papel en la
angiogénesis y por consiguiente en la cicatrizacién de heridas (Galeano et al., 2003). No
obstante, hay cierta controversia sobre el efecto de las Estatinas sobre la cicatrizacidn, en

donde la dosis y el tipo parece ser determinante. Por otra parte, los estudios existentes
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hasta la fecha se basan en estudios animales con un tamafio de muestra pequefio y un

seguimiento a corto plazo (Farsaei et al., 2012).

En el presente estudio también hemos analizado la posible correlacién entre la
evolucién de la cicatrizacién y otros parametros clinicos del paciente, encontrando que no
hay una relacion entre la evolucién de la herida y el contenido en albumina o el contenido
en proteinas totales que presentaba el paciente en el momento de iniciado el tratamiento.
De Leon et al. (2011) tampoco encuentran relacién entre el efecto observado al aplicar PRGF
y los niveles de albumina y hemoglobina detectados en suero del paciente. Sin embargo,
creemos que estos factores aunque no son determinantes, como asi lo demuestra el analisis
estadistico, si que de algin modo pueden repercutir en el proceso de regeneracion tisular.
Si observamos los valores presentados por los distintos pacientes, estos no se alejan mucho
de los valores considerados fisioldgicos, lo que explicaria el que no hayamos encontrado una

relacidn entre variables (pardmetros bioquimicos y cicatrizacién).

Otra de las variables analizadas en relacion con la evolucidn del proceso de
cicatrizacién ha sido el nimero de plaquetas presentes en la sangre del paciente. Nuestros
resultados, en contra de lo que cabria esperar, han mostrado una relaciéon negativa. La
justificacion del uso del PRGF en la regeneracién de tejidos recae en el mayor niumero de
plaguetas y por tanto en una mayor presencia de FC contenidos en sus granulos a (Sanchez
et al., 2003). En relacién con nuestros resultados el estudio de Hsu et al. (2009), describe
gue dosis elevadas de plaguetas muestran un efecto adverso sobre el crecimiento celular.
Por otra parte, hay que sefialar que en nuestro estudio el nUmero medio de plaquetas (325
plaguetas/mm?) se encuentra préximo al rango superior del valor medio fisiolégico (150-400

plagquetas/mm?3). Por lo que se nos plantea la duda de si un aumento del nimero de
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plaguetas puede suponer un menor contenido en las mismas de FC, por lo que la causa de

esta relacion inversa podria recaer en el contenido y no en el nUmero propiamente.

Junto a estos factores clinicos del paciente, que de algin modo pueden interferir o
contribuir en el proceso de cicatrizacidn, sin duda la dosis de PRGF empleada en el
tratamiento en relacién al tamano de la lesidn, en cada caso, es otro aspecto importante a
considerar a la hora de interpretar los resultados. Este hecho contrasta con los estudios
realizados en donde no es comun encontrar datos concretos sobre la dosis de tratamiento.
Asi, en los estudios realizados por Anitua et al. (2008) y de Leon et al. (2011) en ulceras
crénicas, no se incluyen los parametros bioquimicos y hematoldgicos del paciente, ni la

dosis de tratamiento.

En resumen, los datos aqui mostrados, como los descritos por otros autores (Anitua,
Alkhraisat, & Orive, 2011), revelan que el uso del PRGF en la regeneracion de tejidos puede
ser de gran utilidad en los distintos campos de la clinica, desde la enfermeria, a la
odontologia, a la traumatologia, o a la cirugia plastica entre otras. Ademas, estos datos
clinicos quedan corroborados a nivel de laboratorio, en donde se demuestra que el PRP
actua favoreciendo el crecimiento de distintas poblaciones celulares (Anitua, Sanchez,
Merayo-Lloves, et al., 2011a; Garcia-Martinez et al., 2011). No obstante, junto a los trabajos
gue muestran el efecto beneficioso del PRGF en el tratamiento de Ulceras en general, hay
algunos estudios que muestran ausencia de efecto del PRGF en la regeneracién del tejido
lesionado (Woodall et al., 2007). Creemos que un aspecto especialmente importante a tener
en cuenta a la hora de hacer una valoracién de la utilidad del PRGF es conocer el estado
general del paciente. En este sentido, en nuestro estudio sefalaremos que los pacientes

presentaban un perfil bioquimico y hematolégico préximo a lo que se considera normal o
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fisiolégico. Esta circunstancia creemos que de algin modo ha contribuido al éxito del
estudio. No obstante, y como es sabido, no todas la Ulceras responden al tratamiento
estandar (Braund, Hook, & Medlicott, 2007); por ello, pensamos que la utilizacién de
técnicas y tratamientos alternativos en el proceso de cicatrizacion de las UPP se hace
necesario, y es en este sentido, en donde proponemos el uso del PRGF, y preferiblemente la
asociaciéon de PRGF-AH, como una técnica de bajo costo y segura para el paciente, que
mejora el bienestar del mismo al acortar el tiempo de curacion de la herida. Por otra parte y
a la luz de nuestros resultados, creemos que es necesario estudiar mas en profundidad esta

alternativa en los cuidados de las UPP.

Estudio in vitro.

El PRP ha sido propuesto como una estrategia util en el tratamiento de diferentes
lesiones tisulares, generalmente de cardcter crénico, en las que se ven implicados diferentes
tejidos (de Leon et al., 2011). A nivel de tejidos blandos el PRGF ha sido utilizado en cirugia
plastica y reparadora y en el tratamiento de ulceras de diferente naturaleza y etiologia
(Frykberg et al., 2010; Kakudo, Kushida, Minakata, Suzuki, & Kusumoto, 2011). Y son los
fibroblastos las principales células implicadas en la regeneracion de tejidos blandos; asi
como, en la reparacidon de otras lesiones. En el proceso de reparacion y en la fase de
remodelacidn los fibroblastos se diferencian a miofibroblastos, células que contienen a nivel
del citoesqueleto filamentos contractiles de a-actina. Durante el proceso de regeneracion o
reparacion de heridas, son los miofibroblastos los responsables de la contraccién de la

lesidn y del depdsito y reorganizacion de la matriz extracelular, por lo que se les atribuye,
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igualmente, un papel importante en la cicatrizacion de heridas (Desmouliére, Chaponnier, &
Gabbiani, 2005). Por otra parte, el TGF-B ha sido identificado como uno de los principales FC
implicados en la induccién de la diferenciacion de fibroblasto a miofibroblasto (Saika et al.,

2006).

Nuestros resultados muestran que el PRP favorece el aislamiento y cultivo de los
fibroblastos como consecuencia de una mayor capacidad proliferativa en relacion al SBF,
que es la fuente de FC que comunmente se utiliza para el aislamiento y cultivos de
poblaciones celulares. Estos resultados guardan relacidon con la mayor tasa de crecimiento
detectada en estas células respecto de la mostrada por las células procedentes del mismo
tejido, aisladas y cultivadas en presencia de SBF. Sin embargo, al mantener las lineas
celulares a largo plazo desaparecen estas diferencias, observandose un ligero incremento de
la tasa de crecimiento en los cultivos en presencia de SBF respecto a los mantenidos en
presencia de PRP. Estos resultados pueden guardar relacidn con los estudios in vitro
realizados en otras poblaciones celulares. En el caso del osteoblasto es sabido que cuando
se aislan de muestras de hueso humano y cultivan en presencia de PRP, presentan una
mayor tasa de crecimiento, sin que haya afectacidon del ciclo celular, aspecto este de
especial relevancia dado que altas concentraciones de FC podrian modificar el ciclo celular,
con todo lo que ello implica. No obstante, estas lineas celulares muestran un agotamiento y
envejecimiento prematuro, el cual ha sido relacionado con el incremento del porcentaje en
fase Go/G; de los cultivos de osteoblastos en presencia de PRP a largo plazo. (Garcia-

Martinez et al., 2011).

Ademas, nuestros resultados in vitro ayudarian a explicar los resultados obtenidos in

vivo, tanto en nuestro ensayo clinico como en otros estudios (Scevola et al., 2010), en donde
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se demuestra que la administracion topica de gel de plaquetas sobre las heridas crénicas es
mas efectiva durante las dos primeras semanas de tratamiento. Asimismo, en nuestros
resultados del ensayo clinico, observamos que en donde aplicamos una Unica dosis de PRGF,
a partir de las dos primeras semanas de tratamiento se produce un estancamiento en la
evolucidén de la herida o cicatrizacidon de la misma, hecho que explica que en este protocolo
de tratamiento el porcentaje de cicatrizacién después de 36 dias sea del 48,38% frente al
80,48% obtenido con dos dosis y AH, y unido a que solo el 8.82% de los pacientes muestren
la cicatrizacién total de la herida frente al 32% y 37.5% observado con dos dosis de PRGF y
dos dosis de PRGF mas AH, respectivamente. Hay que sefialar, que en estas dos ultimas
pautas de tratamiento fue a los 15 dias, cuando se aplicd una nueva dosis de gel de
plaguetas, lo que pudo suponer una nueva estimulacién del proceso de regenerativo de la
lesién, con un nuevo ciclo de incremento de la capacidad proliferativa del fibroblasto
seguido de la induccién de su diferenciacion a miofibroblasto, el cual contribuiria a
aumentar el grado de cicatrizacion de la herida y en algunos casos llegaria incluso a

completarla.

La mayor tasa de crecimiento detectada en los cultivos en presencia de PRP en
cultivos a corto plazo estaria en consonancia con los resultados descritos por otros autores
(Anitua, Sanchez, De la Fuente, Zalduendo, & Orive, 2011b; Krasna, Domanovi¢, Tomsic,
Svajger, & Jeras, 2007) en los que se muestra que el PRP aumenta el crecimiento celular de
manera dosis dependiente. No obstante, hemos de sefialar que las condiciones de cultivo
empleadas en el presente estudio difieren de las utilizadas por dichos autores, ya que en
nuestro estudio las lineas celulares son establecidas y mantenidas con una unica fuente de

FC desde el inicio del cultivo, PRP o SBF; por otra parte, al comparar la tasa de crecimiento,
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se ha utilizado la misma concentracion de fuente de FC, en ambos casos, un 10% de PRP o
un 10% de SBF, a diferencia del estudio de Anitua et al. (2011b) en el que compara una

concentracion del 2% de SBF frente a concentraciones del orden del 10% en el caso del PRP.

Los estudios morfolégicos y antigénicos ponen de manifiesto que la presencia de PRP
en el medio de cultivo a largo plazo como Unica fuente de factores de crecimiento induce la
diferenciacion del fibroblasto, observandose dos poblaciones morfolégicamente diferentes
y con diferencias ultraestructurales. Esta diferenciacidn observada in vitro afecta a mas del
50% de la poblacién celular, la cual muestra una expresidn positiva para la a-actina, lo que
nos sugiere que el PRP induce la diferenciacion del fibroblasto a miofibroblasto. Estos
resultados estan en consonancia con el estudio de Saika et al. (2006) el cual demuestra que
el TGF-B1 es el principal inductor de la diferenciacién de fibroblasto a miofibroblasto, ya que
entre los factores de crecimiento contenidos en los granulos a de las plaquetas se encuentra
el TGF-B1 (Anitua et al., 2007; Nurden, Nurden, Sanchez, Andia, & Anitua, 2008). Por otra
parte, es sabido que el TGF-B1 juega una papel importante en la regeneracion de tejidos
blandos, ya que, junto a su papel morfogenético, también esta estrechamente implicado en

la sintesis de colageno (Shi & Massagué, 2003).

Estudios recientes realizados por Anitua et al. (2011a), muestran que el PRP previene
e inhibe la diferenciacion inducida por TGF-B1 a miofibroblasto. Estos datos, de algin modo
contradicen la utilidad del uso del PRP en la regeneracion de tejidos, ya que el PRP impediria
la funcion del TGF- B1 presente fisiolégicamente en los tejidos e inhibiria la presencia de
miofibroblastos en el tejido en reparacién, dificultando el proceso de cicatrizacién, ya que,
como es sabido, el miofibroblasto juega un papel clave a nivel de la regeneracion del tejido

blando (Desmouliére etal.,, 2005). Por el contrario, los datos aqui mostrados si que
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explicarian el papel del PRP in vivo, aumentando la proliferacién de los fibroblastos a corto
plazo, y a largo plazo induciendo la diferenciaciéon de parte de esta poblacién a

miofibroblasto, el cual contribuiria a la regeneracién de la matriz del tejido lesionado.

Todos los datos aqui mostrados nos sugieren claramente que el PRGF es una
alternativa util en el tratamiento y cuidado de las UPP, capaz de reducir el area de la lesidn y
aumentar el porcentaje de ulceras que cicatrizan completamente. Por otra parte, la
asociacion del AH al PRGF mejora la efectividad del mismo. Este efecto sobre el proceso de
cicatrizacién puede verse modulado por el tratamiento farmacolégico que siga el paciente,
como es el caso de las Estatinas que muestran un efecto adverso, o por los pardmetros

bioquimicos y hematolégicos que presente.

A las propiedades cicatrizantes mostradas por el PRFG en este estudio hay que unir
otros aspectos no menos importantes desde el punto de vista sanitario como su posible

accidn antibacteriana, su bajo coste econdmico y su facil obtencién y aplicacion.

En relacién al mecanismo de accién del PRP en la regeneracidn de la UPP nuestros
datos sugieren, sin descartar otras posibles acciones, que actia mediante la activacion de la

proliferaciéon del fibroblasto y su posterior diferenciacion a miofibroblasto.
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Conclusiones//Conclusions

1.- El PRGF es una alternativa util, econdmica y facil de aplicar para el tratamiento de las
UPP, el cual actua disminuyendo el drea de la lesion y aumentando el porcentaje de

cicatrizacion completa de la herida.
2.- El AH asociado al PRGF contribuye a mejorar el proceso de cicatrizacion de las UPP.

3.- La efectividad del tratamiento de las UPP con PRGF o PRGF-AH puede verse modulada
por el consumo de farmacos y por los pardmetros bioquimicos y hematoldgicos del

paciente.

4.- Los fibroblastos humanos cultivados en presencia de PRP, como unica fuente de FC,
presentan una mayor tasa de crecimiento en cultivos a corto plazo, y diferenciacion a

miofibroblastos en cultivos a largo plazo.
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Conclusiones//Conclusions

1.- PRGF offers a useful, economical and easily-applied approach for the treatment of
pressure ulcers, which acts by reducing their surface area and increasing the percentage in

which the wound-healing is complete.
2.- HA in association with PRGF contributes to enhancing the pressure ulcer healing process.

3.- The effectiveness of pressure ulcer treatment using plasma rich in growth factors with or
without HA can be modified by the consumption of pharmaceuticals and by the patient’s

biochemical and/or haematological profile.

4.- Human fibroblasts cultured in the presence of platelet-rich plasma as the sole growth
factor source show a higher proliferation rate in short-term cultures and a higher
differentiation rate to myofibroblasts in long-term cultures in comparison to cultures in the

presence of foetal bovine serum.
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Anexo 1. Escala de Barthel.

COMER

(10) Independiente. Capaz de comer por si solo y en un tiempo razonable. La comida puede ser cocinada y servida por
otra persona.

(5) Necesita ayuda. Para cortar la carne o el pan, extender la mantequilla, etc., pero es capaz de comer solo.

(0) Dependiente. Necesita ser alimentado por otra persona.

LAVARSE (BANARSE)

(5) Independiente. Capaz de lavarse entero. Incluye entrar y salir del bafio. Puede realizarlo todo sin estar una persona
presente.

(0) Dependiente. Necesita alguna ayuda o supervision.

VESTIRSE
(10) Independiente. Capaz de ponerse y quitarse la ropa sin ayuda.
(5) Necesita ayuda. Realiza solo al menos la mitad de las tareas en un tiempo razonable.
(0) Dependiente.

ARREGLARSE
(5) Independiente. Realiza todas las actividades personales sin ninguna ayuda. Los complementos necesarios pueden
ser provistos por otra persona.
(0) Dependiente. Necesita alguna ayuda.
DEPOSICION
(10) Continente. Ningln episodio de incontinencia.
(5) Accidente ocasional. Menos de una vez por semana o necesita ayuda para enemas y supositorios.
(0) Incontinente.

MICCION
(10) Continente. Ningun episodio de incontinencia. Capaz de usar cualquier dispositivo por si solo.
(5) Accidente ocasional. Maximo un episodio de incontinencia en 24 horas. Incluye necesitar ayuda en la manipulacion
de sondas y otros dispositivos.
(0) Incontinente.
USAR EL RETRETE
(10) Independiente. Entra y sale solo y no necesita ningun tipo de ayuda por parte de otra persona.
(5) Necesita ayuda. Capaz de manejarse con pequefia ayuda: es capaz de usar el cuarto de bafio. Puede limpiarse solo.
(0) Dependiente. Incapaz de manejarse sin ayuda mayor.

TRASLADO AL SILLON/CAMA

(15) Independiente. No precisa ayuda.

(10) Minima ayuda. Incluye supervision verbal o pequefia ayuda fisica.

(5) Gran ayuda. Precisa la ayuda de una persona fuerte o entrenada.

(0) Dependiente. Necesita grua o alzamiento por dos personas. Incapaz de permanecer sentado.

DEAMBULACION

(15) Independiente. Puede andar 50 m, o su equivalente en casa, sin ayuda o supervisién de otra persona. Puede usar
ayudas instrumentales (bastdon, muleta), excepto andador. Si utiliza prétesis, debe ser capaz de ponérselay
quitarsela solo.

(10) Necesita ayuda. Necesita supervisién o una pequeia ayuda fisica por parte de otra persona. Precisa utilizar
andador.

(5) Independiente. (En silla de ruedas) en 50 m. No requiere ayuda o supervision.

(0) Dependiente.

SUBIR/BAJAR ESCALERAS

(10) Independiente. Capaz de subir y bajar un piso sin la ayuda ni supervisidon de otra persona.

(5) Necesita ayuda. Precisa ayuda o supervision.

(0) Dependiente. Incapaz de salvar escalones
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EVALUACION DE LA ESCALA DE BARTHEL
Independiente: 100 ptos (95 si permanece en silla de ruedas).
Dependiente leve: >60 ptos.
Dependiente moderado: 40-59 ptos.
Dependiente grave: 20-39 ptos.
Dependiente total: <20 ptos.
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Anexos

Anexo 2. Consentimiento informado.

CONSENTIMIENTO POR ESCRITO DEL PACIENTE

Titulo del estudio: Valoracion y estandarizacién del uso del plasma rico en plaquetas/

plasma rico en factores de crecimiento en el tratamiento de las ulceras por presion.

Yo, (nombre y apellidos)

He leido la hoja de informacién que se me ha entregado.

He podido hacer preguntas sobre el estudio.

He recibido suficiente informacion sobre el estudio.

[ =38 2 =1 o1 = T Lo T oo Y o TP

Comprendo que mi participacion es voluntaria.

Comprendo que puedo retirarme del estudio:

1. Cuando quiera
2. Sin tener que dar explicaciones

3. Sin que esto repercuta en mis cuidados médicos

Presto libremente mi conformidad para participar en el estudio

Fecha Firma del paciente

Fecha Firma del Investigador
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Anexo 3. Hoja de recogida de datos.

UBICACION:
REGISTRO DE CURAS GRUPO: Ne:
e Nombre: e Registro de la Lesion:
Registro de Tratamiento: -Localizacién:
e Habitacion: -Estadio:

e Género:
e Edad:
e Dieta:

e Patologias:

FECHA

-Material Utilizado en la Limpieza:

-Material Utilizado en el Lecho de la Herida:

-Dosis (ml) de PRP o PRGF:

-Dolor en el Cambio de Apésito:

-Fecha de Aparicion:
-Piel perilesional:

Estado Civil:
Tiempo residencia:
Tratamiento:

NOTAS:

DIMENSIONES

EXUDADO

TEJIDO

FECHA

DIMENSIONES

EXUDADO

TEJIDO

EXUDADO: 0 Ninguno, 1 Ligero, 2 Moderado, 3 Abundante.
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TEJIDO: 0 Cicatrizado, 1 Epitelial, 2 Granulacién, 3 Esfacelo, 4 Necrético.
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