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INTRODUCCION



ARTRITIS REUMATOIDE

La artritis reumatoide es una enfermedad inflamatoria sistémica que afecta
predominantemente a las pequenas articulaciones de las manos de mujeres de
mediana edad de forma simétrica. La paciente suele referir dolor, rigidez
matutina superior a una hora de duracién (Lineker, S, Badley, E, Charles, C, et
al. 1999), y tumefaccion articular (Lee, DM, Weinblatt, ME. 2001). Otras
articulaciones frecuentemente afectadas son los codos, hombros, tobillos y
rodillas (Fleming, A, Crown, JM, Corbett, M. 1976; Jacoby, RK, Jayson, MIV,
Cosh, JA. 1973).

La mayor parte de los pacientes presentan una enfermedad de curso fluctuante
con periodos de poca actividad, incluso asintomaticos, de semanas o meses de
duracion (Pinals, RS, Masi, AF, Larsen, RA, et al. 1982). (Massi, AT,
Feigenbaum, SL, Kaplan, SB. 1983), pero si no existe un buen control de la
enfermedad con un inicio precoz del tratamiento suele progresar a destruccion
articular con grandes deformidades.

Existen una serie de caracteristicas clinicas, analiticas y radioldgicas que sirven
de factores prondsticos de respuesta de la enfermedad a los denominados
farmacos modificadores de la enfermedad (FAMEs). Son factores de buen
pronostico niveles bajos de reactantes de fase aguda, de factor reumatoide
(FR) y de autoanticuerpos contra péptidos citrulinados (Anti-CCP) (Gossec, L,
Dougados, M, Goupille, P, et al. 2004).

El concepto de actividad de la enfermedad se basa en la persistencia de la
respuesta inflamatoria bioldgica y varia principalmente por la accién del
tratamiento. El proceso destructivo articular esta influenciado por la actividad
inflamatoria y por la respuesta reparadora (Wolfe, F, Sharp, JT. 1998), por lo
gue en ocasiones la remisién clinica no evita el desarrollo de nuevas lesiones
erosivas (Molenaar, ET, Voskuyl, AE, Dinant, H], et al. 2004; PJW Venables,
MA, MB BChir, MD, FRCP; RN Maini, BA, MB BChir, FRCP, FMedSci. 2007).



Deformidad caracteristica con desviacion cubital de los dedos y deformidad en cuello de cisne
de los mismos. UpToDate®2007, cortesia de Robert M Bennett, MD

Tumefaccion bilateral de ambos carpos en paciente con artritis reumatoide. Fondo de imagenes
de la SER



Proyeccion posteoanterior de mano de paciente con artritis reumatoide. Erosiones, deformidad
y osteopenia yuxtarticular. Fondo de imagenes de la SER

Proyeccion lateral del codo de un paciente con AR que muestra tumefaccion de tejidos blandos y
osteopenia con destruccién de la articulacion (flechas). Hay también cambios éseos proliferativos
secundarios. UpToDate®2007, cortesia de Jonathan Kruskal, MD



PATOGENIA DE LA ARTRITIS REUMATOIDE

Posiblemente el primer evento patogénico que tiene lugar en la artritis
reumatoide es la activacion antigeno dependiente de las células T. Esto da lugar
a la activacion y proliferacion de células sinoviales y endoteliales, reclutamiento
y activacién de otras células inflamatorias, secrecion de citoquinas y proteasas
por macréfagos y células sinoviales, y produccién de autoanticuerpos. Esto hara
que el tejido sinovial se convierta en una sinovitis invasiva que puede degradar
cartilago y hueso, con caracteristicas de una invasién local maligna.

La respuesta reumatoide estd centrada en la sinovial y es totalmente
dependiente de la angiogénesis (Colville-Nash, PR, Scott, DL. 1992; Firestein,
GS. 1999). La formacion de nuevos vasos en la sinovial facilitara su crecimiento
y la transmigracion de linfocitos y PMN al liquido sinovial. La angiogénesis esta
controlada por distintas citocinas (factor de crecimiento del endotelio vascular
(VEGF) (Nagashima, M, Asano, G, Yoshino, S. 2000; Koch, AE, Harlow, LA,
Haines, GK, et al. 1994), prostaglandinas (Pg)-E1 y E2 (Form, DM, Auerbach, R.
1983), interleucina 8 (Koch, A, Polverini, S, Kunkel, S, et al. 1992)...) cuya
produccidn estda aumentada por el factor de necrosis tumoral (TNF)-alfa. A su
vez esta respuesta sera contrarrestada por el interferén (INF)-gamma (Dayer,
JM, Arend, WP. 1997), TGFbeta e interleucina (IL)-1 (Norloka, K, Hara, M,
Kitani, A, el al. 1987) entre otros. En el pasado se utilizaron farmacos con
capacidad para inhibir la angiogénesis para conseguir controlar la enfermedad
(D-penicilamina, sales de oro...).

El TNF-alfa estimula también distintas citocinas que activaran a las células
endoteliales para producir  adhesinas como la molécula de adhesion
intercelular-1 (ICAM-1), molécula de adhesion de células vasculares (VCAM-1),
P-selectina y E-selectina (Gerritsen, ME, Kelley, KA, Ligon, G, et al. 1993; Lally,
F, Smith, E, Filer, A, et al. 2005) que facilitaran la extravasacion de leucocitos al
liquido sinovial y a la médula dsea yuxtaarticular.

Tras pocos meses del inicio de esta neovascularizacibn y migracion
leucocitaria, la sinovial ha proliferado y existen acimulos de linfocitos y diversas
células inflamatorios alrededor de los capilares (Soden M, Rooney, M, Whelan,

A, et al. 2005), que originan una respuesta proliferativa invasiva



semiautonoma de la sinovial. Una de las principales citocinas que generan esta
sinovitis es el TNF-alfa; entre sus acciones destacan la induccion de la
produccién de factor estimulador de colonias granulocitos-macréfagos (GM-
CSF), la proliferacion de células T, la diferenciacién y proliferacion de células B,
la expresion de moléculas de adhesién del endotelio, de colagenasas,
metaloproteinasa de matriz 3 y prostaglandinas en las células sinoviales
(Brennan, FM, Maini, RN, Feldmann, M. 1992); ademas interfiere en los efectos
supresores del antigeno en las células T (Valencia, X, Stephens, G, Goldbach-
Manski, R, et al. 2006) e induce la sintesis de IL-1b en células sinoviales. La
administracion de anticuerpos anti TNF-alfa o receptor soluble del TNF-alfa
disminuira la actividad de la enfermedad y la resorcién local de hueso (Catrina,
Al, af Klint, E, Ernestam, S, et al. 2006).

Ademas de la proliferacion e invasién de la sinovial, la acumulaciéon de
polimorfonucleares (PMN) en el liquido sinovial liberaran distintas sustancias
(mieloperoxidasa, elastasa, lisozima...) con produccion de radicales libres de
oxigeno que danaran a las articulaciones (Konttinen, YT, Ainola, M, Valleala, H,
et al. 1999; Konttinen, YT, Salo, T, Hanemaaijer, R, et al. 1999).

Por su parte, los linfocitos B, cada vez considerados mas importantes en la
patogenia de la artritis reumatoide,  producen autoanticuerpos (factor
reumatoide, anticuerpos antipéptidos citrulinados) con efectos sobre Ila
enfermedad. El papel de las células B en esta enfermedad se ha demostrado
con la mejoria clinica y prolongada que ocurre en estos pacientes al
administrar anticuerpos monoclonales quiméricos anti CD20 (rituximab).

El complemento activado también tiene actividad inflamatoria intrinseca, y el
depdsito de inmunocomplejos en la superficie articular parece contribuir a la
invasion sinovial del cartilago. La actividad del complemento se reduce durante
el tratamiento con anticuerpos monoclonales quiméricos anti TNF-alfa
(infliximab) (Familian, A, Voskul, AE, van Mierlo, GJ, et al. 2005).

Factores no propiamente inmunoldgicos juegan también un papel importante en
la patogénesis de la artritis reumatoide: el éxido nitrico sintetizado en mayor
cantidad en pacientes con artritis reumatoide debe interaccionar con el

superoxido para producir peroxinitrito toxico con efecto tdxico sobre las células



endoteliales, a pesar de su efecto relajante endotelial (Halliwell, B. 1995; Bratt,
J, Gyllenhammar, H. 1995); neuropéptidos como la sustancia P, detectada en
mayor cantidad en la sinovial de los pacientes con artritis reumatoide
(O " Connor, TM, O "Connell, J, O Brien, DI, et al. 2004), aumentan la expresion
de citocinas, estimulan macréfagos y diferenciacion de células B, producen
proliferaciéon de fibroblastos y atraen neutrdfilos. Los metabolitos del acido
araquidonico aumentan la respuesta inflamatoria y la resorcién dsea articular
antes del desarrollo de erosiones oseas (Carney, DH, Mann, R, Redlin, WR, et
al. 1992); los factores de la coagulacién y el activador del plasmindgeno,
presentes en el liquido sinovial de los pacientes con artritis reumatoide (Kikuchi,
H, Tanaka, S, Matsuo, O. 1987) estimulan las metaloproteinasas para la
degradacién articular (Edward D Harris, Jr, MD, FRCP, MACR; Meter H Schur,
MD. 2007).

Interaccion de distintos tipos celulares en la articulaciéon reumatoide para producir una
proliferacion semiautdonoma de la sinovial (verde). Imagen adaptada de original de Roche labs



CITOQUINAS

1.-PAPEL DE LAS CITOQUINAS EN EL SISTEMA INMUNE

El sistema inmune es una red disefiada para proteger al huésped de las
amenazas externas (bacterias y virus) e internas (transformacién maligna) que
puede dividirse en: inmunidad humoral, con la produccion de anticuerpos por
las células B y células plasmaticas, y celular, con las interacciones entre los
linfocitos T helper (Th) y citotdxicos con varias células diana.

Las células del sistema inmune producen diversas sustancias que les permiten
comunicarse entre si para dar lugar a un ataque organizado y autolimitado. Las
citoquinas son potentes mediadores con propiedades para coordinar la
respuesta inmunolodgica, ser liberadas a la circulacion sistémica y unirse a
receptores de superficie con alta afinidad, pudiendo también ser liberadas por
células no inmunitarias (fibroblastos, células endoteliales...).

El primer paso de la respuesta inmunitaria normal es la presentacion antigénica
que consiste en la internalizacion del antigeno por la célula presentadora de
antigeno (macrdfagos, células dendriticas...) y su degradacion en pequeios
péptidos para expresarse en el complejo mayor de histocompatibilidad y poder
ser presentado a la célula T.

El perfil de citoquinas producido depende del tipo de antigeno, citoquinas del
lugar donde se desarrolla la respuesta inmune, y prevalencia del subtipo de
células T. Asi, los linfocitos Th1 producen INF gamma e IL-2, pero no IL-4, y los
linfocitos Th2 producen IL-4 y 10, pero no IL-2 o INF gamma. Los linfocitos ThO
no tienen perfil restringido de citoquinas. A su vez, en funcion del tipo de
respuesta inmunitaria que tenga lugar, la coordinacion la llevara a cabo uno u
otro tipo de linfocito Th. Asi, los tipo 1 coordinaran las reacciones de
hipersensibilidad retardada mientras que los tipo 2 se encargaran de regular la
respuesta alérgica y mediada por anticuerpos (Mosmann, TR, Cherwinski, H,
Bond, MW, et al. 1986; Firestein, GS, Roeder, WD, Laxer, JA, et al. 1989).

Los linfocitos T reguladores tienen propiedades supresoras a través de la

liberacion de otras citoquinas, entre las que destaca TGF-beta (\Wahl, SM, Allen,



JB, Wong, HL, et al.1990) e IL-10 (Moore, KW, O “Garra, A, de Waal Malefyt, R,
et al. 1993), que permite prevenir que un exceso de respuesta inmune dane al
huésped. Esto demuestra que las citoquinas son tan importantes para iniciar la
respuesta inmunitaria como para terminarla (Firestein, GS. 1995).

Las respuestas inmunoldgicas aberrantes como la que se produce en la AR
pueden producirse por un disbalance Th1/Th2 (Iain B McInnes, FRCP, PhD.
2007).

2.-PAPEL DE LAS CITOQUINAS EN LA ARTRITIS REUMATOIDE

En el momento actual, desde el punto de vista de la patogenia, los factores
sintetizados por células T se consideran menos importantes que los producidos
por los macréfagos o fibroblastos, demostrado ésto con la eficacia clinica del
tratamiento anti TNF-alfa (secretado principalmente por macréfagos vy
fibroblastos) claramente superior al de otros tratamientos anticitoquina.

El TNF-alfa, que fue originariamente caracterizado por su capacidad para
necrosar tumores en ratones, es un potente regulador proinflamatorio e
inmunomudulador con importancia considerable en las enfermedades
reumaticas. Estimula la produccion de colagenasas y prostaglandina E2 por las
células sinoviales (Dayer, JM, Beutler, B, Cerami, A. 1985), induce la resorcion
osea (Bertolini, DR, Nedwin, GE, Bringman, TS, et al. 1986), inhibe la formacion
Osea y sintesis de proteoglicanos (Saklatvala, J. 1986) y estimula la resorcion
de estos ultimos. Comparte muchas actividades con la IL-1 (la otra principal
citoquina proinflamatoria de la artritis reumatoide, derivada también del
macrdfago), incluyendo la capacidad para aumentar la produccién de
citoquinas, expresion de moléculas de adhesidn, proliferacion y produccion de
metaloproteinasas por los sinoviocitos. Esta presente en liquido sinovial y en
suero, Yy sus niveles se correlacionan con la velocidad de sedimentacién globular
y recuento leucocitario en liquido.

El bloqueo del TNF-alfa ha demostrado eficacia en modelos murinos de artritis
como la artritis inducida por colageno (Williams, RO, Mason, L], Feldmann, M,
Maini, RN. 1994). Estudios usando anticuerpos monoclonales que inhiben el

TNF-alfa sugerian su utilidad en la artritis reumatoide (Elliott, MJ, Maini, RN,



Feldmann, M, et al. 1994 ; Ulfgren, AK, Andersson, U, Engstrom, M, et al.
2000). Ensayos clinicos posteriores han demostrado la eficacia del anti TNF-alfa
en esta enfermedad (Iain B McInnes, FRCP, PhD. 2007).

ad

Predominancia de las citoquinas proinflamatorias secretadas por el macréfago en la sinovial
reumatoide, en particular, del TNFalfa. Imagen adaptada de original de Roche labs

3.- IMPLICACIONES PARA EL TRATAMIENTO DE LAS ENFERMEDADES
REUMATICAS

El conocimiento del perfil de citoquinas en las enfermedades reumaticas ofrece
unas opciones de tratamiento previamente no disponibles, sobre todo en la
artritis reumatoide donde su conocimiento es mas preciso. Tenemos cinco
posibilidades de tratamiento basandonos en la patogenia y perfil de citoquinas

de la enfermedad:



1) Inhibicién de la produccién de citoquinas:

Puede realizarse de tres formas distintas: Mediante la inhibicién de su
transcripcion (los glucocorticoides son potentes inhibidores de la transcripcién
de interleucina (IL)-1 y TNF-alfa), inhibiendo el proceso postraslacional o
inhibiendo las senales intracelulares que regulan la produccion de estos
mediadores (estas dos Ultimas opciones se encuentran todavia en

investigacion).

2) Inhibicion de la accién de citoquinas:

Una vez que el gen de la citoquina se ha expresado y su producto se ha
sintetizado, una alternativa terapéutica es neutralizar el factor liberado.

Las formas de disminuir o inhibir las funciones de estas citoquinas son cuatro:
mediante una proteina antagonista del receptor de superficie celular (Arend,
WP. 1991), mediante un antagonista del receptor soluble (Fernandez-Botran, R.
1991), con anticuerpos anticitoquina o contra su receptor (Bendtzen, K,
Hansen, MB, Ross, C, et al. 1995) y mediante hebras simples de ADN
modificadas quimicamente complementarias al ARN mensajero de la citoquina
diana (Wei, N, Fiechtner, ], Boyle, D, et al. 2003).

1.- Proteina antagonista del receptor de superficie celular:

Es una proteina biolédgicamente inactiva que compite con la citoquina para
unirse al receptor de membrana celular. Para que sea efectivo debe unir mas
del 90% de los receptores de membrana por lo que se requieren altas dosis del
antagonista para que el tratamiento sea efectivo.

La IL-1ra es una glicoproteina producida por lo macréfagos que inhibe
competitivamente a la IL-1 al unirse a sus receptores (Arend, WP. 1991). Es un
antagonista puro de receptor ya que no induce senal de transduccion o
internalizacién del complejo ligando-receptor, pero se necesita un gran exceso
del antagonista para inhibir su actividad. Para el tratamiento de la artritis

reumatoide existe un antagonista del receptor de la IL-1 recombinante humano



(anakinra) que parece ser Util también para otras enfermedades reumaticas

como la Enfermedad de Still y los sindromes autoinflamatorios.

2.- Antagonista del receptor soluble:

El receptor soluble es una forma del receptor de superficie celular desprovisto
del dominio transmembrana o citoplasmatico manteniendo sin embargo la alta
afinidad de unidén que tienen estos receptores. A diferencia del receptor de
superficie, el receptor soluble une citoquinas libres inhibiendo la union de estas
al de superficie, por lo que se requieren menores dosis del antagonista pero se
requiere que permanezca mas tiempo en la circulacion para ser efectivo.

Se han identificado dos receptores del TNF-alfa (55 kD y 75 kD) que pueden
liberarse de la superficie de las células activadas. En base a estos mecanismos
de control del TNF-alfa mediante la liberacion de receptores solubles, se esta
utilizando en algunas enfermedades reumaticas un receptor recombinante
unido a la fraccidon constante de la inmunoglobulina (Ig)-G (etanercept,
Enbrel®) como agente terapéutico. Al menos otro receptor soluble del TNF-alfa
(receptor soluble p55, onercept) esta siendo investigado mediante ensayos
controlados en pacientes con enfermedad inflamatoria intestinal, psoriasis y
artritis psoriasica (Nikas, SN, Drosos, AA. 2003).

La unidn del receptor soluble a la citoquina podria interferir con la degradacién
normal de la citoquina aumentando su vida media en la circulacion (Aderka, D,
Engelmann, H, Maor, Y, et al. 1992), sin embargo, el significado clinico de este
fendmeno es incierto, y los receptores solubles para IL-1 y TNF-alfa han
demostrado ser efectivos en el tratamiento de la artritis reumatoide y otras

enfermedades inflamatorias cronicas.

3.- Anticuerpos anticitoquina:

Uno de los avances mas excitantes en el tratamiento de la artritis reumatoide
fue la demostracion de la eficacia clinica de los anticuerpos monoclonales anti
TNF-alfa. La administracion del anticuerpo monoclonal quimérico ratén-humano
cA2 (ahora conocido como infliximab) a pacientes con esta enfermedad origind

una mejoria rapida del dolor y de la tumefaccion (Elliot, MJ, Maini, RN,



Feldmann, M, et al. 1993; Elliot, MJ, Maini, RN, Feldmann, M, et al. 1994; Elliot,
MJ, Maini, RN, Feldmann, M, et al. 1994; Maini, RN, Breedveld, FC, Kalden, JR,
et al. 1998). Posteriores estudios han establecido la eficacia de los anticuerpos
anti TNFalfa en otras enfermedades reumaticas. Su mecanismo de accién es
multifactorial ya que el TNF-alfa estd involucrado en un gran numero de
procesos, incluyendo activacion endotelial, induccion de metaloproteinasas
(MMP) y moléculas de adhesidn, neovascularizacion... Los efectos secundarios
de los anticuerpos anti TNF-alfa han sido poco frecuentes, pero la experiencia
clinica con estos agentes todavia esta progresando. Hoy en dia es obligado
hacer un screening cuidadoso para tuberculosis (Wolfe, F, Michaud, K,
Anderson, J, Urbansky, K. 2004) y otras infecciones. Algunos de los pacientes
tratados crean anticuerpos antinucleares (10-15%) y un pequeno porcentaje
pueden desarrollar un sindrome lupus-like. Se ha observado un aumento del
riesgo de linfoma en asociacion con el uso de infliximab, aunque este riesgo
parece correlacionarse mas con la propia artritis reumatoide que con la terapia

bioldgica.

4.- La administracion de hebras simples de ADN modificadas quimicamente
complementarias al ARN mensajero de la citoquina diana interfiere la traslacion
del ARN mensajero a proteina y puede aumentar la degradacion del ARN

mensajero unido.

3) Administracién de citoquinas inhibidoras:

Existe una variedad de citoquinas antiinflamatorias que limitan la extension y
severidad de la inflamacion. En su ausencia, el proceso inflamatorio es mayor vy
puede dar lugar a condiciones patoldgicas, por lo que otra posible alternativa
terapeutica para las enfermedades reumaticas puede ser la administracion de
estas citoquinas supresoras. Sin embargo, hoy en dia no han demostrado
eficacia en estudios clinicos, y aln no esta claro si esta aproximacién puede
reestablecer la homeostasis inmunoldgica necesaria para obtener beneficios
terapéuticos. Algunos ejemplos de citoquinas con potencial inhibitorio son el

TGFbeta, cuya administracion parenteral puede suprimir la artritis en modelos



animales (Brandes, ME, Allen, JB, Ogawa, Y, Wahl, SM. 1991), la IL-4, que ha
demostrado suprimir in vitro la produccién de citoquinas y proteasas de cultivos
de liquido sinovial (Miossec, P, Briolay, ], Dechanet, J, et al. 1992), o el INF-
gamma, que inhibe algunos aspectos de la activacion de sinoviocitos mediada
por citoquinas (Alvaro-Gracia, JM, Zvaifler, NJ, Firestein, GS. 1990).

4) Bloqueo de la funcién de citoquinas:

Una estrategia para la disminucion de la concentracion de citoquinas
intraarticulares es el bloqueo selectivo de funciones especificas, con lo que se
podrian prevenir sus efectos deletéreos. Hoy en dia no esta claro si se puede
producir una inhibicién especifica con efecto terapéutico. Quizas las dianas mas
prometedoras son la inhibicidbn de las metaloproteiasas, de la expresion de
moléculas de adhesion, y de las pequenas moléculas mediadoras de la

inflamacidon como los leucotrienos, prostaglandinas y bradiquininas.

5) Uso de receptores especificos de citoquinas para inactivar células activadas:
Si estas células se suprimieran de forma selectiva se abortaria terapéuticamente
la respuesta inmune (por ejemplo, con un receptor de alta afinidad contra IL-2

expresada por las células B y T activadas).
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TRATAMIENTO ANTI TNF-ALFA: ETANERCEPT

Existen tres antagonistas del TNF-alfa aprobados para el tratamiento de la
artritis reumatoide: proteina de fusidon contra el receptor soluble p75 del TNF-
alfa (etanercept, Enbrel®), anticuerpo monoclonal quimérico ratdn/humano
anti TNF-alfa (infliximab, Remicade®) y anticuerpo monoclonal totalmente

humano (adalimumab, Humira®).
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Estructura de los tres tipos de anti TNF-alfa disponibles. Semin Artritis Rheum 34 (suppl 1):19-22, 2005

El etanercept es una proteina de fusién contra el receptor p75 del TNF-alfa que
une el TNF-alfa y tiene una mayor vida media que el receptor soluble nativo.
Varios ensayos clinicos han probado que la eficacia del etanercept en pacientes
con artritis reumatoide es mayor que el placebo (Blumenauer, B, Judd, M,
Cranney, A, et al. 2003), similar al metotrexate, pero de comienzo mas rapido,
y que la adicién del etanercept al tratamiento con farmacos antirreumaticos
modificadores de la enfermedad es eficaz para pacientes con una respuesta
insuficiente al metotrexate (Moreland, LW, Baumgatner, SW, Schiff, MH, et al.
1997; Moreland, LW, Schiff, MH, Baugmgartner, SW, et al. 1999; Moreland, LW,
Cohen, SB, Baumgartner, SW, et al. 2001; Weinblatt, MH, Kremer, IM,
Bankhurst, AD, et al. 1999; Bathon, JM, Martin, RW, Fleischmann, RM, et al.
2000; Petersen, K, Leff, R, Paulsen, G, et al. 2003). La dosis recomendada de



etanercept es 25 mg dos veces por semana 6 50 mg en dosis Unica semanal
(Keystone, EC, Schiff, MH, Kremer, JM, et al. 2003).

El etanercept es generalmente bien tolerado pero pueden tener lugar efectos
adversos como la reaccion local en la zona de inyeccion (37% de los pacientes)
o complicaciones como el inicio o exacerbacion de psoriasis (Sari, I, Akar, S,
Birlik, M, et al. 2006).

Se han observado infecciones serias en un 2,9% de los pacientes,
documentandose 6 muertes por infeccién entre los 25.000 pacientes estimados
tratados con este agente tras la aprobacion del farmaco (Prescribing
Information, Etanercept (ENBREL®) Immunex Corporation, 1999). En la
vigilancia postmarketing de mas de 150.000 pacientes tratados con etanercept
se documentaron 36 casos de tuberculosis, 11 infecciones por micobacterianas
atipicas, 73 candidiasis, 7 aspergilosis, 8 infecciones por citomegalovirus, 7
criptococosis y 1 coccidiomicosis entre otras (Ruderman, EM, Markenson, JA.
2003). A pesar del bajo nUmero de casos de tuberculosis asociados al uso de
etanercept una proporcion significativa de pacientes afectados se presentd con
manifestaciones extrapulmonares (Winthrop, KL, Siegel, IN, Jerez, ], et al.
2005). Esto hace que a los pacientes que vayan a iniciar tratamiento con
etanercept se les realice un screening para tuberculosis latente antes del
tratamiento mediante una adecuada historia de tuberculosis y un test PPD. Se
ha observado una mayor incidencia de infeccion en los pacientes que reciben
tratamiento con etanercept y anakinra (Weisman, MH. 2002) por lo que no se
recomienda es uso de estos dos agentes de forma combinada.

Existe alguna preocupacién con el uso de etanercept en pacientes con
enfermedad desmielinizante preexistente (Prescribing Information, Etanercept
(ENBREL®) Immunex Corporation, 2000; van Oosten, BW, Barkhof, F, Truyen,
L, et al. 1996; Mohan, N, Edwards, ET, Cupps, TR, et al. 2001; Shin, IS, Baer,
AN, Kwon HJ, et al. 2006). La FDA ha documentado 17 casos de enfermedad
desmielinizante en pacientes que recibian tratamiento con etanercept entre el
afo 1998 y el 2000 (Mohan, N, Edwards, ET, Cupps, TR, et al. 2001). Los
sintomas incluian confusion, ataxia, disestesias y parestesias. La resonancia

magnética encontrd datos sugerentes de desmielinizacion en cerebro y médula



de muchos pacientes. La incidencia de enfermedad desmielinizante en
pacientes que recibian tratamiento con etanercept parecia ser mayor que la de
la poblacidn general, de todas formas estos datos no establecieron una relacion
causal entre tratamiento con etanercept y enfermedad desmielinizante, y
todavia no existen datos suficientes en cuanto al riesgo del tratamiento con
infliximab. AUn asi, parece razonable evitar el uso de anti TNF-alfa en pacientes
con enfermedad desmielinizante establecida e inetrrumpir de forma inmediata
el tratamiento en cualquier paciente con sospecha de ésta mientras se realizan
las pruebas diagnosticas convenientes.

La vigilancia postmarketing también ha identificado pacientes que han
desarrollado linfoma durante el tratamiento con anti TNF-alfa. En 2002 un
articulo notificd 18 casos entre los pacientes tratados con etanercept (Brown,
SL, Greene, MH, Gershon, SK, et al. 2002), basandose en datos de la FDA v,
aungue no establecian relacidon causal, si que existia un aumento de la tasa de
linfoma en comparacion con otras formas de inmunosupresion. Datos
presentados por la FDA en 2003 incluyeron 70 casos de linfoma entre
aproximadamente 140.000 pacientes tratados con etanercept, con una tasa
anual de 0,3% (Silman, A. 2003) y cuando se compara con su segmento
correspondiente de la poblacion general por edad y sexo la tasa esta
aumentada. De todas formas no es sustancialmente mayor que la de los
pacientes con artritis reumatoide en general (Gridley, G, McLaughlin, JK, kbom,
A, et al. 1993; Ekstrom, K, Hjalgrim, H, Bandt, L, et al. 2003). Los datos de
enfermedad maligna no linfomatosa fueron revisados por la FDA en 2003 sin
encontrar datos de aumento del riesgo en relacion con tratamiento anti TNF-
alfa.

Existen datos de pancitopenia y anemia aplasica posiblemente debida a
etanercept (Prescribing Information, Etanercept (ENBREL®) Immunex
Corporation, 2000) y 2 estudios de este farmaco en pacientes con fallo cardiaco
(estadios II-IV de la NYHA) revelaron que no existia aumento sustancial de la
morbimortalidad (Ander, SD, Cotas, AJ. 2002). Sin embargo, en dosis de 25 mg
tres veces por semana existia una tendencia al aumento de la morbilidad en

pacientes con NYHA II. La vigilancia postmarketing de la FDA en 2003 incluyé



38 casos de fallo cardiaco nuevo y 9 de exacerbacion de la enfermedad en
pacientes tratados con etanercept (Kwon, HJ, Cote, TR, Cuffe, MS, et al. 2003).
Se necesitan mas datos para determinar el efecto de la significacién clinica de
estos hallazgos en pacientes con fallo cardiaco establecido. A pesar de los
datos no concluyentes se alerta del riesgo del uso de este farmaco en pacientes
con fallo cardiaco.

Aproximadament el 16% de los pacientes a los que se les administra etanercept
desarrollan anticuerpos no neutralizantes contra el receptor soluble que
aparentemente no han tenido influencia en la eficacia/seguridad del farmaco.
Ademas un 11-15% de los pacientes tratados con etanercept desarrollan
nuevos ANAs y/o antiDNAds comparado con el 5% de los pacientes a los que se
les administré placebo. Al final del 2003 se habian notificado 40 casos de
sindrome lupus-like por el tratamiento con este farmaco aunque parece ser un
efecto secundario raro de este tratamiento (De Bandt, M, Sibilia, J, Le Loet, X,
et al. 2005).

Los tratamientos anti TNF-alfa pueden disminuir la progresion del dafo articular
avalado por radiografia. Los efectos del etanercept e infliximab parecen ser
similares (Finckh, A, Huang, J, Liang, MH, at al. 2003). La falta de respuesta a
un anti TNF-alfa no predice la falta de respuesta a otro agente de su misma
clase (Brocg, O, Plubel, Y, Breuil, V, et al. 2002; Hansen, KE, Hildebrand, JP,
Genovese, MC, et al. 2004).



CICATRIZACION DE LAS HERIDAS

La cicatrizaciébn fue clasicamente dividida en tres etapas, inflamacion,
maduracion y remodelado, aunque hoy en dia se considera que existe un
solapamiento entre éstas y que mas que una simple sucesion de procesos se
trata de una serie de complejas reacciones que tiene lugar entre células y
mediadores inflamatorios (George Broughton II MD PhD COL MC USA, Jeffrey
E. Manis MD, Christopher E. Attinger MD, 2006). A continuacion se describen

las principales caracteristicas de cada una de las fases de la cicatrizacion:

1) Hemostasia e inflamacion (del dafio inmediato a los dias 4-6):

La primera respuesta que tiene el organismo al dafo realizado es el control del
sangrado. Los vasos sanguineos se contraeran y el colageno expuesto durante
la realizacion de la herida activard la cascada de la coagulacién para la
formacién del coagulo, que estara compuesto por colageno, plaquetas,
trombina y fibronectina. La formacion del coagulo, ademas de la contencion del
sangrado, tiene tres funciones basicas en la cicatrizacion: (1) la liberacién de
citoquinas y factores de crecimiento que pondran en marcha la respuesta
inflamatoria (Witte, M., and Barbul, A. 1997); (2) actuar como andamio de la
futura nueva matriz que sera colonizado en fases posteriores por distintos tipos
de células (Kurkinen, M, Vaheri, A, Roberts, P, et al. 1980) y (3) servir como
zona de concentracion de citoquinas y factores de crecimiento (Martin, P.
1997).

Una vez contenido el sangrado y formado el coagulo comenzara la respuesta
inflamatoria. Los vasos sanguineos se dilataran y los neutrdfilos seran atraidos
al lecho de la herida mediante quimiotaxis inducida por el TNFa, IL-1, TGF-j,
PF4 y productos bacterianos (Pohlman, T., Stanness, K., Beatty, P., et al. 1986;
Bevilacqua, M., Pober, J., Wheeler, M., et al. 1985). Las funciones de los
neutrdfilos en la herida son basicamente dos: (1) liberar enzimas proteoliticas,
que digieran las bacterias y el tejido no viable (George Broughton II, M.D.,
PhD., COL., M.C. USA. Jeffrey E. Manis, M.D. Christopher E. Attinger, M.D.,
2006) y (2) formar radicales libres de oxigeno que se combinen con clorina para

esterilizar la zona de la herida (Yager, D., and Nwomeh, B. 1999).



Cuando los neutrofilos han realizado su trabajo se induce su apoptosis por un
estimulo no conocido y tiene lugar la atraccion de monocitos de la sangre y
tejidos cercanos (generalmente entre 48 y 96 horas después del dafio). Estos
se transformaran en macréfagos activados y (1) fagocitaran los neutrofilos
muertos, (2) se “comeran” la matriz extracelular dafada gracias a las
metaloproteinasas sintetizadas por el estimulo del TNF-a (Abraham, D., Shiwen,
X., Black, C., et al. 2000), (3) promoveran la angiogénesis mediante sintesis de
VEGF, factor de crecimiento de fibroblastos y TNF-q, (4) la fibroplasia por
sintesis de TGF-B, factor de crecimiento epidérmico (EGF), factor de crecimiento
derivado de plaquetas (PDGF), IL-1 y TNF-qg, y (5) sintetizaran éxido nitrico
(NO) gracias a la activacion de la NO sintetasa por el TNF-a e IL-1, (Witte, M.,
and Barbul, A. 2002). El NO formado por los macréfagos reaccionara con los
radicales de perdxido de oxigeno para formar peroxinitrito todavia mas toxico
que los radicales hidroxilo y que le servira a los macrofagos para continuar
matando patégenos (Goldman R, 2004).

Las metaloproteinasas, expresadas por los queratinocitos, fibroblastos,
monocitos y macréfagos en respuesta al TNF-a, limpiaran detritos inflamatorios
y provocan la migraciéon de células a través de la matriz (Abraham D, Shiwen X,
Black C, et al, 2000).

La fase inflamatoria se limita gracias a sefales de frenado a través de la
ciclooxigenasa (COX) tipo 2 (Sheran, C., and Chiang, N. 2004; Nathan, C.,
2002).

2) Fase proliferativa: epitelizacion, angiogénesis y formacion de la matriz
provisional (del dia 4 al 14):

Las células epiteliales proliferan para formar una barrera protectora contra la
pérdida de fluidos y la invasion bacteriana. Para ello, la IL-1 y el TNF-a
aumentan en los fibroblastos la expresién del gen que codifica el factor de
crecimiento de queratinocitos (KGF) con lo que favorecera la sintesis de KGF-1,
KGF-2 e IL-6 y los queratinocitos préximos migraran al lecho de la herida,
proliferaran y se diferenciaran (Smola, H., Thiekotter, G., and Fusenig, N. 1993;
Xia, Y., Zhao, Y., Marcus, J., et al. 1999).



A continuacion, las células endoteliales de las vénulas seran estimuladas para la
formacion de nuevos capilares necesarios para que siga avanzando el proceso
de cicatrizaciéon. Una vez atraidos y diferenciados, los queratinocitos,
estimulados por la IL-1, TNF-a, TGF-B1, y KGF, sintetizaran factor de
crecimiento del endotelio vascular (VEGF) que estimulara a su vez a las células
endoteliales de las vénulas para la formacion de los nuevos capilares.

Iniciada ya la formacién de los nuevos vasos, tendra lugar la formacién del
tejido de granulacién para lo que seran necesarios (1) la migracion de
fibroblastos y sintesis de colageno, (2) la transformacion de fibroblastos en
miofibroblastos, y (3) el aumento de integrinas. La migracion de fibroblastos y
sintesis de colageno tendra lugar gracias al estimulo del factor de crecimiento
derivado de plaquetas (PDGF) y factor de crecimiento epidérmico (EGF), y dara
lugar a la formacién de la matriz provisional (tejido de granulacién) compuesta
por colageno tipo III, glucosaminoglicanos y fibronectina (Pierce, G., Mustoe,
T., Altrock, B., et al. 1991). La transformacion de fibroblastos en
miofibroblastos gracias al factor de crecimiento transformador (TGF)-B1,
inducird la contraccion de la herida, y el aumento de integrinas, que tendra
lugar por la accion del TNF-q, servird para anclar las células a la matriz
provisional (Gailit, J. X., Bueller, J., and Clark, H. R. 1996).

La sefal que limita la formacién de tejido de granulacion parece proceder de la
proteina inducible por el interferon (IP-10), que inhibe la motilidad de los
fibroblastos inducida por el factor de crecimiento epidérmico (EGF) limitando el
reclutamiento de fibroblastos, y del PF4, que tiene un efecto mitdtico negativo
en los fibroblastos (Henry, G., and Garner, W. 2003).

3) Maduracién y remodelado. Depdsito de coldgeno en una red organizada (dia
8 al ano):

Clinicamente, la fase de maduracion y remodelado es quizas la mas importante.
La principal caracteristica de esta fase es el depdsito de colageno en una red
organizada.

La construccion de la matriz de la herida sigue un patrén. Inicialmente la matriz

esta compuesta por fibrina y fibronectina (Kurkinen, M., Vaheri, A., Roberts, P.,



et al. 1980), pero inmediatamente después los fibroblastos sintetizaran
glucosaminoglicanos, proteoglicanos y otras proteinas (Witte, M., and Barbul, A.
1997) que se distribuiran de forma desorganizada. Esta sera la red preeliminar
para la formacién de la nueva matriz que posteriormente sera reemplazada por
una matriz organizada y mas fuerte hecha de colageno. El depdsito de colageno
tiene lugar durante 4 6 5 semanas, primero mediante la disposicion de fibras
delgadas paralelas a la piel que después se reabsorberan (parece que
influenciada/protagonizada por las metaloproteinasas que son estimuladas en
parte por la IL-1 y TNF-a e inhibidas por el TGF-B) para dar lugar al depdsito de
fiboras mas gruesas paralelas a las lineas de estrés. Estos cambios se
acompafnan de un aumento de la fuerza tensil de la herida, indicando una
correlacién positiva entre el espesor de las fibras/orientacion y la fuerza tensil
(Witte, M., and Barbul, A. 1997).

La tasa aumentada de la sintesis de colageno durante la cicatrizacién se debe
no solo al aumento del nimero de fibroblastos sino a un aumento neto de la
cantidad de colageno producida por célula (Diegelmann, R. 2003; Madden, J.
W., Smith, H. C., 1970). Las metaloproteinasas, estimuladas por el TNF-a e
inhibidas por el TGF-B entre otros, se encargaran de que el depdsito de
colageno no sea excesivo mediante su degradacion (Jones et al, 1995).

El colageno del tejido de granulacion es bioquimicamente distinto al de la piel
sana (Forrest, L. 1983) y nunca llegara a ser igual que el de la piel normal (no
alcanza el 100% de resistencia sino que se quedara en torno al 80% que

alcanzara a los tres meses) (Sabiston, D. 1997).



MANEJO PERIOPERATORIO DE LOS PACIENTES CON ARTRITIS
REUMATOIDE

Todo paciente que va a ser sometido a una intervencién quirirgica precisa una
valoracidn preoperatoria del riesgo quirdrgico. En los pacientes con artritis
reumatoide esto es especialmente importante por tres razones: se trata de
pacientes con un riesgo cardiovascular aumentado por la propia enfermedad y
por el uso de corticoides (Solomon DH, Karlson EW, Rimm EB, et al. 2003;
Goodson N. 2002; Bacon PA, Stevens RJ, Carruthers DM et al. 2002), pueden
presentar factores mecanicos de interés para el anestesista como la afectacién
de las articulaciones cricoaritenoideas, temporomandibular o la subluxaciéon de
la articulacion atloaxial, y se trata de pacientes inmunodeprimidos por el
tratamiento que estan recibiendo para mantener controlada su enfermedad
(Peter A. Rosandich, Joe T. Kelley, III and Doyt L. Conn, 2004). Basicamente
los farmacos utilizados en un paciente con artritis reumatoide son
antiinflamatorios no esteroideos, glucocorticoides, farmacos modificadores de la
enfermedad y modificadores de respuesta bioldgica (anti TNF-alfa y anti IL-1).

Estos farmacos afectan a la inflamacién y respuesta inmunitaria local, las cuales
son necesarias para una adecuada curacion de la herida en el periodo
perioperatorio, pudiendo provocar complicaciones postoperatorias como
dehiscencia de la herida, infeccién, y dificultad para la sintesis de colageno,
retrasando la cicatrizacién. Para algunos farmacos como el metotrexate se han
llevado a cabo ensayos en humanos que nos orientan en qué hacer en el
periodo perioperatorio. Con otros, debemos confiar en estudios realizados en
animales, o en la extrapolacion de datos de estudios en humanos no realizados
especificamente  para comprobar la curacion de las heridas.
Desafortunadamente no existen consensos claros en la necesidad y el tiempo
optimo de retirada del tratamiento previamente a la cirugia. Igualmente, los
clinicos nos sentimos frecuentemente indecisos en el tiempo apropiado para
reanudar el tratamiento después de la intervencion. Para estos farmacos con
datos limitados o sin ellos en este aspecto, deben considerarse sus propiedades

farmacocinéticas y los efectos bioldgicos de cada farmaco. En algunos casos, la



interrupcion del tratamiento puede requerir hasta 4 semanas antes de la cirugia
debido a su larga vida media, por lo que los pacientes pueden experimentar
una exacerbaciéon o un brote de la enfermedad. Debemos evaluar de forma
cuidadosa los factores de riesgo del paciente, la severidad de la enfermedad y
la farmacocinética de los tratamientos y sopesar los riesgos y beneficios de la
interrupcion del tratamiento en el periodo perioperatorio (Busti AJ, Hooper JS,
Amaya CJ, Kazi S. 2005).

1.- ANTINFLAMATORIOS NO ESTEROIDEOS Y GLUCOCORTICOIDES

La influencia de los antinflamatorios no esteroideos y los glucocorticoides en la
cicatrizacién e infeccidén postoperatoria ha sido revisada de forma extensa en la
literatura. Con excepcion de los inhibidores selectivos de la cicloxigenasa (COX)-
2 y los salicilatos no acetilados, los antinflamatorios no esteroideos inhiben la
COX-1 blogueando la formacidn de tromboxano A2 derivado de plaguetas por lo
que empeoran la agregacién plaquetaria dependiente de tromboxano
aumentando el tiempo de sangrado (Schafer AI, 1995). El acido acetil salicilico
es el Unico que bloguea la COX-1 de forma irreversible, dando lugar a una
inhibicién efectiva de la plaqueta de por vida, por lo que este farmaco debe
suspenderse 10 dias antes de la cirugia (vida estimada de la plaqueta). En el
caso de otros antinflamatorios no esteroideos la inhibicion desapareceria con el
aclaramiento del farmaco, y se recomienda, para permitir una adecuada
eliminacién, que exista un tiempo entre su suspensién y la cirugia igual a cinco
vidas medias del farmaco. Los inhibidores selectivos de la COX-2 y salicilatos no
acetilados no necesitan ser suspendidos (en cuanto a problemas de
antiagregacién) porque no afectan a la inhibicion plaquetaria.

La retirada preoperatoria de los glucocorticoides da lugar a una insuficiencia
adrenal yatrogénica, por lo que se deben suplementar en funcién de la
magnitud de la cirugia y de la enfermedad del paciente (Salem M, Tainsh RE Jr,
Bromberg J, et al, 1994; Cooper MS, Stewart PM, 2003; Coursin DB, Word KE,
2002; Lamberts SW, Bruining HA, de Jong FH, 1997), pero teniendo en cuenta
que dosis excesivas pueden tener efectos indeseables (hiperglucemia,

hipertension, alteraciones de la cicatrizacion, psicosis € inmunosupresion con su



consecuente aumento de la susceptibilidad a las infecciones) (Salem M, Tainsh
RE Jr, Bromberg J, et al, 1994; Shaw M, Mandell BF, 1999). Los pacientes con
tratamiento crénico con glucocorticoides deben recibir su dosis habitual diaria
durante el periodo preioperatorio con una suplementacion como muestra la
siguiente tabla (Cooper MS, Stewart PM, 2003; Coursin DB, Word KE, 2002;
Annane D, Sebille V, Charpentier C, et al, 2002; Rosandich PA, Kelley JT, III
and Conn DL, 2004):

Estrés médico o quirurgico Dosis de glucocorticoide
Menor 25 mg hidrocortisona 6 5 mg metilprednisolona iv
Reparacion de hernia inguinal en el dia del procedimiento

Colonoscopia

Enfermedad febril leve
Nauseas/vomitos moderados
Gastroenteritis leve

Moderado 50-75 mg hidrocortisona 6 10-15 mg metilprednisolona iv
Colecistectomia abierta en el dia del procedimiento y disminuir en 1-2 dias hasta
Hemicolectomia la dosis habitual
Enfermedad febril importante
Neumonia
Gastroenteritis severa

Severo 100-150 mg hidrocortisona 6 20-30 mg metilprednisolona iv
Cirugia cardiotoracica en el dia del procedimiento y disminuir en 1-2 dias a dosis
Reseccién hepatica habitual
Pancreatitis

Paciente critico 50 mg de hidrocortisona iv cada 6 horas con 50 ug
Shock séptico fluorhidrocortisona al dia durante 7 dias

Hipotension por sepsis

Tabla 1: Recomendaciones para la suplementacion corticoidea
Esta tabla es una réplica de la publicada por Coursin y Wood (2002) con una adaptacion de
Annane y cols (2002)

2.- FARMACOS MODIFICADORES DE LA ENFERMEDAD

Los farmacos modificadores de la enfermedad mas utilizados en la artritis
reumatoide son el metotrexate, leflunomida, sulfasalazina, azatioprina e
hidroxicloroquina. Esta ultima puede no suspenderse ante una intervencion
quirargica, mientras que la leflunomida, sulfasalazina y azatioprina deben
suspenderse 2 semanas antes y reintroducirlas unos dias después. El
metotrexate, uno de los FAMEs mas eficaces y eficientes en la artritis
reumatoide, sélo se retirara 2 semanas antes de la intervencion si el paciente

presenta compromiso renal o factores de riesgo como insuficiencia renal, edad



avanzada, diabetes mellitus descontrolada, enfermedad pulmonar o renal
significativa, abuso de alcohol, y moderadas/elevadas dosis de GCs (>10mg/dia
de prednisona) (Kelley JT, Conn DL, 2002; Rosandich PA, Kelley JT, III and
Conn DL, 2004).

3.- MODIFICADORES DE RESPUESTA BIOLOGICA

Los modificadores de respuesta bioldgica utilizados en la artritis reumatoide
incluyen los tres anti TNF-alfa (infliximab, etanercept y adalimumab), el Unico
antagonista de la IL-1 (anakinra) y un anticuerpo monoclonal anti CD20
(rituximab).

No se han realizado ensayos formales para ver la evolucidon quirtrgica de
pacientes tratados con esta medicacion, por lo que sdlo disponemos de un
estudio prospectivo de pacientes tratados con anti TNF-alfa que fueron
sometidos a cirugia reconstructiva de pie y tobillo (Bibbo C, Goldberg JW, 2004)
y datos del uso perioperatorio del infliximab por su utilizaciéon en la Enfermedad
de Crohn. De todas formas, el extrapolar los datos de pacientes con
enfermedad de Crohn a pacientes con artritis reumatoide debe hacerse con
cautela al tratarse de distintas enfermedades con distintos protocolos para el
uso de infliximab. Los pacientes con Enfermedad de Crohn llevan mas tiempo
recibiendo tratamiento con infliximab pero durante un corto periodo de tiempo
o incluso con una uUnica infusién, en cambio los pacientes con artritis
reumatoide reciben tratamiento, de momento, de forma indefinida (Rosandich
PA, Kelley JT, III and Conn DL. 2004).

3.1- ANTI TNF-ALFA Y CIRUGIA ORTOPEDICA

El Unico estudio publicado hasta el dia de hoy de pacientes en tratamiento anti
TNF-alfa que fueron sometidos a cirugia ortopédica, lo realizaron, en el afio
2004, Bibbo y Goldberg en el Departamento de Cirugia Ortopédica de la Clinica
Marshfield (EEUU), inscribiendo a treinta y un pacientes con artritis reumatoide
que dividieron en dos grupos. El primer grupo (grupo 1, edad media de 50
afios, rango 40-66) consistio en 16 pacientes que estaban recibiendo

tratamiento activo con etanercept dos veces por semana mediante inyeccion



subcutanea, o infliximab intravenoso en infusidbn cada 8 semanas (no
especificaban dosis). El grupo de tratamiento fue comparado con pacientes con
artritis reumatoide que no estaban siendo tratados con inhibidores del TNF-alfa
(grupo 2, edad media de 60 anos, rango 41-73 anos). No se encontraron
diferencias entre los dos grupos con respecto al uso de antiinflamatorios no
esteroideos, metotrexate, leflunomida, o corticoides (dosis no especificadas).
Los pacientes que estaban en tratamiento con etanercept recibieron su Ultima
dosis preoperatoria entre 1 y 10 dias antes de la cirugia (media 2.6 dias),
mientras que los pacientes que estaban recibiendo infliximab su Ultima dosis
preoperatoria fue 2-45 dias antes de la cirugia (media 20.2 dias). Ambos grupos
reanudaron sus respectivos tratamientos inmediatamente después de la cirugia
de acuerdo con su calendario previo de dosis. A todos los pacientes se les
administré profilaxis antibidtica perioperatoria durante 72 horas. A pesar del
alto porcentaje de fumadores en el grupo 1 (37.5% vs 0.0%, p=0.02), los
pacientes del grupo 2 experimentaron una tasa de complicaciones global
superior (tasa no dada, p=0.033) en un tiempo medio de seguimiento de 9.7
meses. Los investigadores concluyeron que los inhibidores del TNF-alfa podrian
administrarse de forma segura en el periodo perioperatorio sin aumento del
riesgo de infecciones o complicaciones de la cicatrizacion (Bibbo C, Goldberg
JW. 2004).

A pesar de los hallazgos del estudio mencionado, parece razonable asumir que
el desarrollo de una infeccidn por patdgenos oportunistas (como resultado del
tratamiento con inhibidores del TNF-alfa) puede dar lugar a un aumento del
riesgo de complicaciones postoperatorias para el paciente. Se necesitan
estudios adicionales prospectivos para examinar la frecuencia y relacion de las
complicaciones postoperatorias con el uso de etanercept, infliximab o
adalimumab entre los pacientes con enfermedades autoinmunes. Hasta que
estos estudios sean realizados, sélo podemos considerar los datos del uso de

los inhibidores del TNF-alfa en otras poblaciones de pacientes.



3.2- INFLIXIMAB Y ENFERMEDAD DE CROHN

En cuanto a pacientes con Enfermedad de Crohn tratados con infliximab
disponemos de seis estudios y dos abstracts que avalan la eficacia de su
aplicacién tanto sistémica como local para la curacién de las Ulceras y fistulas
asociadas a esta enfermedad.

En el ano 2003, Topstad y colaboradores publicaron un estudio, realizado en el
Departamento de Cirugia de la Universidad de Calgary (Canada), que tenia
como objetivo evaluar la eficacia del infliximab en la cicatrizacion de la
enfermedad de Crohn anorrectal fistulizante (Topstad DR, Panaccione R, Heine
JA, et al. 2003). Se incluyeron veintinueve pacientes con una edad media 31
anos con fistulas perianales (21) y fistulas rectovaginales (8) de larga evolucion
gue no respondieron a tratamiento quirtrgico y/o tratamiento médico estandar.
Catorce de los 21 pacientes (67%) con fistulas perianales tuvieron una
respuesta completa, 4 de los 14 volvieron a padecer un brote de la enfermedad
pero todos tuvieron una respuesta completa al retratamiento. Cuatro de los 21
pacientes (19%) tuvieron una respuesta parcial, definida por una disminucion
del drenaje de la fistula (2 pacientes) o dependecia del infliximab (2 pacientes),
requiriendo infusion del farmaco cada 6-8 semanas. Tres pacientes (14%) no
respondieron al tratamiento. De los 8 pacientes con fistulas rectovaginales sélo
uno tuvo una respuesta completa, 5 tuvieron una respuesta parcial, y dos no
respondieron a tratamiento. Dos de los respondedores parciales se hicieron
dependientes del infliximab. Se vio una respuesta completa o parcial en el 86%
de los casos. Este estudio no muestra empeoramiento de las tasas de
cicatrizacion en pacientes con fistulas anorrectales.

Otro estudio, realizado en el Servicio de Enfermedades Digestivas-Hepatologia y
la Division de Cirugia Colorrectal de la Clinica Mayo (Rochester, Minnesota,
EEUU), tenia como objetivo examinar si el uso de corticoides,
inmunosupresores (azatioprina, 6-mercaptopurina, metotrexate) o infliximab
antes de la cirugia abdominal para la Enfermedad de Crohn (reseccidn colonica,
estricturoplastia, o ambos) se asociaba a un aumento de las complicaciones
postoperatorias (Colombel JF, Loftus EV, Tremaine WJ, et al, 2004). Este

analisis retrospectivo incluyd 52 pacientes que habian recibido infliximab



5mg/kg dentro de las 8 semanas antes de la cirugia o 4 semanas tras ésta, con
0 sin otros inmunosupresores (la proporcién de individuos que estaban
recibiendo cada agente no fue especificada). La edad media de los pacientes
fue de 40 anos, y la principal indicacién para cirugia fue la estricturacién del
colon. Los pacientes que estaban recibiendo infliximab tuvieron una tasa del
17% de complicaciones sépticas (OR 0.9%, 95% CI 0.4-1.9) y una tasa del
23% de cualquier complicacion (OR 1.0, 95% CI 0.5-2.0) dentro de los 30 dias
después de la cirugia. Las complicaciones sépticas incluian infeccion de la
herida e infecciones intra y extraabdominales. Las complicaciones no sépticas
incluian brotes de la enfermedad, sangrado gastrointestinal, obstruccion de
intestino delgado, y tromboembolismo. Sus resultados mostraron que no habia
diferencias en el desarrollo de complicaciones postoperatorias por el uso
concomitante de corticoides o inmunosupresores. Esto conduce a los autores a
creer que no habia asociacion significativa entre el tratamiento con infliximab y
las complicaciones postoperatorias, y concluyen que el infliximab puede
administrarse de forma segura en el perioperatorio a los pacientes que se
sometan a cirugia abdominal para la enfermedad de Crohn.

Ademas de no encontrarse un aumento de la tasa de complicaciones
quirargicas de los pacientes con enfermedad de Crohn sometidos a cirugia
como muestran los articulos citados, existen tres publicaciones que sugieren
una mejoria de la curacidn de las fistulas de la Enfermedad de Crohn cuando se
utilizan de forma concomitante infliximab y cirugia. Asi, en el afio 2003 un
grupo de investigadores de la Facultad de Medicina de la Universidad de
Pittsburgh (Pennsylvania, EEUU) publicé un articulo que mostraba el beneficio
del uso concomitante de cirugia e infliximab para la curacion de la enfermedad
de Crohn fistulizante (Regueiro M, Mardini H, 2003) que confirmaria dos afnos
después un estudio realizado en el Departamento de Cirugia de la Universidad
de Maastricht (van der Hagen SJ, Baeten CG, Soeters PB, Russek MG, Beets-
Tan RG, van Gemert WG, 2005) y un tercero realizado en el Departamento de
Cirugia colorrectal del Hospital John Radcliffe de Oxford (Reino Unido) (Hyder
SA, Travis SP, Jewell DP, McC Mortensen NJ, George BD, 2006).



Disponemos también de dos referencias favorables para el uso perioperatorio
del infliximab al no haber mostrado un aumento de las complicaciones
postoperatorias. Se trata de dos abstracts, de las conferencias de la Semana de
Enfermedades Digestivas en el afio 2002 y 2003, que presentan dos pequefios
estudios de 35 y 40 pacientes con enfermedad de Crohn que recibieron
infliximab en el perioperatorio. Ambos analizaron las tasas de complicaciones
postoperatorias, incluyendo cicatrizacion y sepsis, sin encontrar aumento del
riesgo con respecto a los controles (Brzezinski A, Armstrong L, Del Real GA, et
al, 2002; Marchal L, D "Haens G, Van Assche G, et al, 2003).

En el afio 2005 se publicd un estudio, realizado en el Departamento de Cirugia
de la Universidad de Bologna (Italia), que mostraba que la aplicacion local de
Infliximab adyacente al tracto fistuloso de la enfermedad de Crohn perianal era
segura y ayudaba a la cicatrizaciéon de dichas fistulas (Poggioli G, Laureti S,
Pierangeli F, Rizzello F, Ugolini F, Gionchetti P, Campieri M, 2005), y un afo
después, un estudio realizado en el Departamento de Dermatologia de
Kantonsppital (Suecia), mostraba mejoria de la cicatrizacion de heridas crénicas
con la aplicacion topica del Infliximab (Streit M, Beleznay Z, Braathen LR,
2006).

En el tratamiento de fistulas perianales y rectovaginales, estricturacion del colon
o perforacién, o enfermedad de Crohn refractaria, la infusién de infliximab
sumado a la intervencion quirirgica no compromete la cicatrizacion
postoperatoria e incluso hay estudios que muestran una mejoria de la
cicatrizacion de las fistulas cuando se administra infliximab de forma
concomitante a la cirugia o de forma local adyacente al tracto fistuloso. Hay, sin
embargo, un riesgo documentado de desarrollar citopenia e infeccidon con el uso
de infliximab o etanercept por lo que los clinicos deben sopesar el riesgo de la
inmunosupresion y/o infeccién frente al beneficio del control de la enfermedad
cuando se decida si interrumpir el tratamiento en el periodo perioperatorio. Las
caracteristicas especificas del paciente, como enfermedades concomitantes e
historia de alteraciones hematoldgicas, deberian ser consideradas en el

momento de tomar decisiones acerca del tratamiento.



3.3- ANTI TNF-ALFA Y CICATRIZACION EN MODELOS ANIMALES

Los efectos del TNF-alfa en la cicatrizacion de heridas han sido evaluados en
modelos animales obteniendo datos contradictorios. A continuacion se
describen los estudios publicados hasta el dia de hoy en la literatura actual
agrupandolos en funcion de La aplicacion local del TNF-alfa o del antagonismo

sistémico de esta citoquina.

A) APLICACION LOCAL DE TNF

El primer estudio publicado sobre la influencia del TNF-alfa en la cicatrizacion
de heridas fue en el afio 1990 por un grupo de investigadores de la Universidad
de Vermont. Estudiaron tanto la influencia de la aplicacién de TNF local como
sistémico, para lo que dispusieron de ratones control y ratones tratados con
adriamicina. Les aplicaron TNF local en distintas dosis y vehiculizado en
colageno bovino o en suero salino, TNF sistémico, colageno sblo, o suero
salino fisioldgico, y les realizaron una herida incisional para estudiar su fuerza
de ruptura a los 11 dias de la agresion. Constataron que la fuerza de ruptura
aumentaba cuando se administraba TNF local en un rango determinado de
dosis (de 5 a 50 ng), con un horario determinado (sincrénicamente a la
realizacion de la herida), vehiculizado en colageno (el vehiculizarlo en salino
hacia que el TNF se degradase rapidamente) y mediante la administracion local
pero no sistémica. Concluyeron por todo esto que la concentracion, horario de
administracion y tipo adecuado de vehiculo del TNF modulaba la cicatrizacion
de las heridas (Mooney DP, O "Reilly M, Gamelli RL. 1990).

Fu y colaboradores (1996) también encontraron beneficios en la cicatrizacion en
la aplicacién local del TNF-alfa en modelos de ratas usando heridas incisionales
(Fu X, Tian H, Hsu S, Wang D, Sheng Z. 1996).

Otros investigadores han reportado resultados contrarios con la aplicacion local
de TNF-alfa a las heridas. Rapala y colaboradores (1991, 1997) demostraron un
descenso en la produccidn de colageno y de tejido de granulacion en un
modelo de rata utilizando implantes subcutdaneos de esponja en sus dos
estudios realizados en el Departamento de Cirugia de la Universidad de Turku

(Finlandia). En el primer estudio, publicado en 1991, dispusieron de 72 ratas



Sprangue-Dawley a las que les realizaron una herida incisional en el dorso y les
implantaron una esponja cilindrica que serviria como matriz para el crecimiento
de tejido de granulacién. Dividieron las ratas en tres grupos de 24 animales y a
los dos grupos tratados les inyectaron 50 o 200 ng de TNF-alfa humano
recombinante, vehiculizado en salino, en la esponja, cada 3 dias, mientras que
al grupo control se le inyectd sélo el vehiculo sin TNFalfa. Sacrificaron las ratas
en los dias 7, 14 y 21 para estudiar el tejido de granulacién en los implantes,
observando un descenso del acimulo de colageno dosis-dependiente en los
implantes de las ratas tratadas con TNF-alfa, concluyendo que el TNF-alfa
inhibia la formacion de tejido de granulacién (Rapala K, Laato M, Niinikoski J,
Kujari H, Soder O, Mauviel A, Pujol JP. 1991). En el segundo estudio, publicado
en 1997, dispusieron de 48 ratas de la misma raza que dividieron en 6 grupos
de 8 animales y les realizaron las heridas y los implantes de esponja de la
misma manera que en el estudio anterior. Les inyectaron TNF-alfa en dosis de
200ng iniciales, o diaria durante 4 6 7 dias. Las ratas fueron sacrificadas a los 4
y 7 dias del experimento para el estudio del tejido de granulacion en el
implante y no encontraron diferencias tras una Unica inyeccion de TNF-alfa
pero, después de 4 y 7 dias observaron un descenso en el acimulo de colageno
en los implantes de las ratas tratadas con respecto a las de los controles,
concluyendo que la aplicacién local de TNF-alfa disminuia la sintesis de
colageno (Rapala K, Peltonen J, Heino J, Kujari H, Pujol JP, Niinikoski ], Laato
M. 1997).

Resultados similares obtuvieron Salomon y colaboradores en su estudio
realizado en 1991 en el Departamento de Cirugia del Instituto Nacional del
Cancer de Bethesda (Maryland, EEUU), en el cual encontraron un descenso en
la expresion genética del coldgeno y una disminucidon de la fuerza de ruptura
con un modelo de herida incisional en rata. Para ello dispusieron de dos grupos
de ratas Fischer a las que se les realizaron una incision en el dorso e
implantaron esponjas en las que aplicaron TNF-alfa recombinante en distintas
dosis a los animales tratados y salino a los controles. Sacrificaron los animales
en los 7 y 14 dias y midieron la fuerza de ruptura mediante un tensiémetro y la

expresion de coldgeno en muestras extraidas para el estudio



anatomopatoldgico. Obtuvieron que la fuerza de ruptura estaba disminuida en
el dia 7 en las ratas a las que se les habia aplicado TNF-alfa recombinante en
dosis de 50 ug, pero no en las tratadas con menor dosis ni en los controles. No
encontraron diferencias a los 14 dias del experimento. Concluyeron que la
aplicacion local de TNF-alfa recombinante disminuia el acimulo de colageno y
que su efecto era dosis dependiente (Salomon GD, Kasid A, Cromack DT,
Director E, Talbot TL, Sank A, Norton JA. 1991).

B) ANTAGONISMO SISTEMICO DE TNF

En 1998, un grupo de investigadores estudid los efectos de la proteina de unidn
al TNF (TNFbp), un antagonista especifico del TNF en la cicatrizacién de la
anastomosis intestinal, de las heridas incisionales, y de los implantes de
esponja en el contexto de la sepsis abdominal crénica en ratas (los implantes
de esponja sirven como espacio muerto para el crecimiento del tejido de
granulacion). Para ello dispusieron de tres grupos de ratas Sprangue-Dawley a
las que se les realizd una reseccidon yeyunal y anastomosis en el dia 1. En el dia
3 se les indujeron una sepsis mediante la creacion de un absceso abdominal y
desde 4 horas antes de la sepsis se les inyectd, de forma subcutanea, suero
salino fisioldgico o TNFbp. En el dia 7 se determind la fuerza de ruptura de la
anastomosis y de la herida incisional mediante un tensiometro y se evalud la
histologia de la herida y el depdsito de colageno mediante rojo sirio y cantidad
de hidroxiprolina contenida en la esponja. Los resultados mostraron que la
TNFbp no aumentaba la muerte en la sepsis, no disminuia la fuerza de ruptura
de la anastomosis, ni modificaba la apariencia histoldgica de ésta. En cambio, la
sepsis disminuia la fuerza de ruptura de la herida incisional que aumentaba con
la administracion de TNFbp, asi como la organizacién y el depdsito de colageno,
y el contenido de hidroxiprolina de la esponja. Por todo ello concluyeron que el
proceso de reparacion cutaneo se veia afectado por la sepsis y que el depdsito
de colageno y su organizacion mejoraria con la administracion de TNFbp,
sugiriendo que el TNF es un importante mediador del descenso del depodsito de
colageno en ratones en el estado séptico (Maish GO III, Shumate ML, Ehrlich

HP, et al. 1998). En este estudio se basan en que el TNF es un importante



mediador de la sepsis y que en este estado se ve afectada la cicatrizacién (no
asi en las ratas sanas), por lo que la administracion de TNF mejoraria la
cicatrizacidn pero sin llegar a equipararla a la de las ratas sanas con diferencias
estadisticamente significativas en la fuerza de ruptura de la herida cutanea de
la ratas sanas con respecto a las de las ratas sépticas tratadas con TNFbp. La
histologia y el contenido de hidroxiprolina en cambio, fue similar en ambas
grupos.

Cooney y colaboradores estudiaron también la influencia del antagonismo del
TNF (aplicacion de TNFbp) en la cicatrizacién de ratas con sepsis abdominal en
un estudio realizado en el Departamento de Cirugia de la Universidad de
Pensilvania obteniendo datos similares. Para ello dispusieron de 4 grupos de
ratas Sprangue-Dawley (controles, controles con antagonismo del TNF, sepsis,
sepsis con antagonismo del TNF) a las que se les inyectd TNFbp o salino de
forma subcutdnea diaria, se les implantaron esponjas subcutaneas y se les
indujo una sepsis mediante la creacion de un absceso intraabdominal. Los
implantes fueron retirados en el dia 5 para el estudio histoldgico y medicion de
las infiltracidon por tejido de granulacién y calidad del mismo (tejido conectivo,
celularidad y vascularidad). Obtuvieron que la mortalidad no estaba influida por
la aplicacion del TNFbp, que la penetraciéon del tejido de granulacién y calidad
del mismo era menor en las ratas sépticas y que la administracion del TNFbp
disminuia de forma significativa los efectos de la sepsis en el tejido de
granulacion, concluyendo que el TNF contribuia al empeoramiento de la
cicatrizacién observado en el modelo de sepsis abdominal (Cooney R, Iocono J,
Maish G, Stanley Smith J, Ehrlich P, 1997).

En 2002, se publicd un estudio realizado en la Universidad de Kanazawa
(Japdn) en el que utilizaban ratones deficientes del receptor p55 del TNF, uno
de los dos receptores comunes del TNF-alfa en ratones y humanos, para
estudiar la influencia del TNF en la cicatrizacion de heridas cutaneas. Para ello,
dispusieron de dos grupos de ratones, deficientes del receptor p55 del TNF
(ratones konckout, KO) y ratones BALB/c controles (WT), que fueron sometidos
a una herida incisional. Constataron, tras 6 dias y mediante estudio

macroscopico del area de la herida e histopatolédgico de la misma, una



cicatrizacion acelerada de la herida de los ratones KO con respecto a los WT
demostrada por un aumento de la angiogénesis, aumento de la acumulacion de
colageno, y reepitelizacién acelerada, y concluyeron que las sefiales mediadas
por el receptor p55 del TNF tenian un papel promotor en la infiltracion
leucocitaria de la herida y afectaban negativamente a la cicatrizacion,
probablemente por disminucion de la angiogénesis y del acimulo de colageno y
que la manipulacion de este receptor podria ser un buen tratamiento para
mejorar las heridas cutaneas. Las complicaciones perioperatorias no fueron
estudiadas (Mori R, Kondo T, Ohshima T, et al. 2002).

El Unico articulo sobre la influencia de la antagonizacion del TNF-alfa en ratones
con la administracion de un antagonista de dicha citoquina usada en el
tratamiento de las enfermedades reumatoldgicas en humanos fue publicado en
Marzo del 2006. En él, los investigadores se plantearon estudiar la causa del
empeoramiento de la cicatrizacion en la diabetes, y para ello dispusieron de dos
grupos de ratones (diabéticos/no diabéticos) a los que les realizaron una herida
y les inocularon Porphyromonas gingivalis. Los ratones recibieron tratamiento
con etanercept intraperitoneal los tres dias antes y los seis después del
experimento y fueron sacrificados tras 21 horas (fase temprana de infeccion) y
a los 8 dias (fase de reparacion de la herida) del experimento para realizar un
estudio histopatologico de las heridas. Constataron que, a las 21 horas, la
inhibicién del TNF-alfa disminuia la apoptosis de fibroblastos en los dos grupos,
mientras que durante el proceso de cicatrizacion la disminucion era casi del
50% en los ratones diabéticos pero no en los controles. Ademas, el etanercept
aumentd el nimero de fibroblastos, la formacion de la nueva matriz en los
ratones diabéticos. Con todo esto concluyen que la cicatrizacidon de los ratones
diabéticos es peor que la de los controles porque a la hora de cicatrizar, los
fibroblastos se mueren por apoptosis y en esto parece estar implicado en TNF-
alfa ya que al administrar un anti TNF-alfa como el etanercept disminuye la
apoptosis de los fibroblastos y aumenta su densidad en la herida, aumentando
la formacion de matriz de tejido conjuntivo (Rongkun L, Harbinder SB, Tesfahun
D, Yugal B, Dana TG. 2006). Todo esto ocurre en ratones diabéticos donde se

supone que existe una sobreexpresion de TNF-alfa, pero no en ratones



controles donde el TNF es normal. El antagonismo del TNF-alfa haria que los
ratones diabéticos se comportasen como ratones control a la hora de la

cicatrizacion.

Los datos animales buscando el efecto de la aplicacion del TNF-alfa local en la
fuerza de ruptura de las heridas y el desarrollo de tejido de granulacién son
conflictivos; sin embargo los efectos de la inhibicion sistémica del TNF-alfa en la
cicatrizacion de heridas parece favorable, lo cual tiene mas interés ya que los
inhibidores del TNF-alfa se aplican de forma sistémica.

Existen pocos datos humanos en los que basarse para formular guias de
practica clinica para el manejo perioperatorio de los pacientes que estan
recibiendo tratamiento anti TNF-alfa. Los Unicos estudios humanos disponibles
son con el uso de infliximab en pacientes con Enfermedad de Crohn y el estudio
prospectivo de pacientes tratados con anti TNF-alfa que fueron sometidos a
cirugia reconstructiva de pie y tobillo (Bibbo C, Goldberg JW, 2004). No existen
estudios que busquen las complicaciones postoperatorias en los pacientes que
reciben adalimumab. El Unico articulo que emite una tabla de recomendaciones
sobre el uso perioperatorio de estos farmacos recomienda continuar sin
interrupcidon o suspender una semana antes y reiniciar dos semanas después el
tratamiento con anti TNF-alfa (Rosandich PA, Kelley JT, III and Conn DL. 2004)
mientras que la revision publicada en 2005 sobre los efectos perioperatorios de
los antiinflamatorios y la terapia inmunomoduladora en la cicatrizacion
quirdrgica (Busti AJ, Hooper JS, Amaya CJ, Kazi S. 2005) recomienda extrapolar
los resultados de los estudios animales a la practica clinica considerando las
comorbilidades del paciente, los factores de riesgo de las complicaciones
postoperatorias y la farmacocinética y farmacodinamia de los modificadores de

la respuesta bioldgica.



Medicaciéon Manejo

AAS Interrumpir 7-10 dias antes del procedimiento

AINEs no AAS Interrumpir por un periodo equivalente a 5 vidas medias
(con excepcion de
inhibidores selectivos

de la COX2 y salicilatos
no acetilados)

Inhibidores selectivos

de la COX2 y salicilatos no No necesita interrupcion a no ser que haya insuficiencia renal
acetilados

Glucocorticoides Continuar siempre y suplementar (tabla 1)

Metotrexate Continuar sin interrupcion excepto que existan FR (ver texto)
Leflunomida Interrumpir 2 semana antes del procedimiento y reanudar tras 3 dias
Sulfasalazina/AZA Interrumpir 1 dia antes del procedimiento y reanudar 3 dias después
Hidroxicloroquina Continuar sin interrupcion

Modificadores de respuesta
biolégica
Infliximab Datos limitados. Se puede continuar sin interrupcion o interrumpir 1 semana antes

y reanudar 1-2
semanas después

Etanercept/anakinra No datos humanos. Interrumpir la semana del procedimiento y reanudar 1-2
semanas
después
Adalimdumab(rituximab No datos. Discontinuar al menos 1 semana antes y reanudar 1 6 2 semanas
lespués

Tabla 2. Manejo de la medicacién durante el periodo perioperatorio

Basada en la publicada por Kelley y Conn (2002) con la recomendacion de los modificadores de
respuesta bioldgica realizada por Rosandich y cols (2004)

COX, ciclooxigenasa; NSAIDs, antiinflamatoios no esteroideos;



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA



En la practica clinica cada vez son mas los pacientes que reciben tratamiento
con terapia anti TNF-alfa. El primer farmaco utilizado fue el infliximab, que se
empled en dosis Unica en pacientes con enfermedad de Crohn con el objetivo
de conseguir la remision de su enfermedad. Pronto se vio que si se mantenia el
tratamiento con infusiones seriadas, su eficacia para la curacién de las Ulceras
de la mucosa intestinal y control de la enfermedad era mayor (Rutgeerts P,
Diamond RH,Bala M, Olson A, Lichtenstein GR, Bao W, Pael K, Wolf DC, Safdi
M, Colombel JF, Lashner B, Hanauer SB, 2006; Martinez-Montiel MP, Munoz-
Yagle Mt, 2006; Nakamura K, Honda K, Mizutani T, Akiho H, Harada N, 2006;
Geobes K, Rutgeerets P, Opdenakker G, Olson A, Patel K, Wagber CL, Marano
CW, 2005).

La primera enfermedad reumatica para la que se utilizo este tratamiento fue la
artritis reumatoide. En un principio se empled para pacientes en los que no era
posible controlar la enfermedad con dos farmacos modificadores de la
enfermedad (FAMEs) distintos, solos o en combinacion, al menos uno de ellos
metotrexate (Primer consenso sobre el uso de terapias bioldgicas de la
Sociedad Espafola de Reumatologia). Hoy en dia, el infliximab esta aprobado
como tratamiento de inicio de la artritis reumatoide en pacientes que cumplen
criterios de gravedad de la enfermedad y su uso se ha extendido a otras artritis,
como la espondilitis anquilosante y artritis psoriasica, y enfermedades cutaneas
y autoinmunes. Los otros dos farmacos aprobados inicialmente para el
tratamiento de la artritis reumatoide, etanercept y adalimumab, van ampliando
sus campos terapéuticos, no sélo en el contexto de la Reumatologia sino en el
de muchas otras especialidades.

Pacientes con amiloidosis logran controlar su enfermedad con estos
tratamientos (Fernandez-Nebro A, Urefia I, Irigoyen MV, Garcia-Vicufia R, 2006;
Bosca MM, Pérez-Baylach CM, Solis MA, Anton R, Mayordomo E, Pons S, Minués
M, Benagues A, 2006), hidrosadenitis supuradas de dificil control (Cusack C,
Buckley C, 2006; Trent JT, Kerdel FA, 2005), eritemas nodosos recurrentes
(Faber WR, Jensema AJ, Goldschmidt WF, 2006; Rahier JF, Lion L, Dewit O,
Lambert M, 2005), piodermas gangrenosos asociado o no a la enfermedad de

Crohn (Trent JT, Kerdel FA, 2005), vasculitis cerebrales asociadas a la



enfermead de Behget (Fujikawa K, Aratake K, Kawakami A, Aramaki T, Iwanaga
N, Izumi Y, Arima K, Karachi M, Tamai M, Huang M, Nakamura H, Nishiura Y,
Origuchi T, Ida H, Eguchi K, 2007; Licata G, Pinto A, Tuttolomondo A, Banco A,
Ciccia F, Ferrante A, Triolo G, 2003)....

Hasta el momento actual no existe una guia de practica clinica en la que
apoyarnos a la hora de suspender o mantener este tratamiento durante el
periodo perioperatorio. So6lo existen dos revisiones sobre el tema que
recomiendan suspender el tratamiento o mantenerlo en funcién de las
caracteristicas y la situacion clinica del paciente, valorando siempre los
beneficios y los riesgos de nuestra actuacion, asumiendo que la terapia anti
TNf-alfa aumenta el riesgo de infecciones y que podria dificultar la cicatrizacién
al disminuir la respuesta inflamatoria (Busti AJ, Hooper JS, Amaya CJ, Kazi S.
2005; Rosandich PA, Kelley JT, III and Conn DL. 2004).

Sélo existe un estudio publicado que investigue las posibles complicaciones
postoperatorias de los pacientes sometidos a cirugia ortopédica (Bibbo C,
Goldberg JW. 2004). El resto son aproximaciones de pacientes con Enfermedad
de Crohn y estudios de experimentacion animal que de una forma indirecta
pueden servirnos para obtener conclusiones sobre el tema (Maish GO III,
Shumate ML, Ehrlich HP, et al. 1998; Cooney R, Iocono ], Maish G, Stanley
Smith J, Ehrlich P, 1997; Mori R, Kondo T, Ohsima T, et al. 2002; Rongkum L,
Harbinder SB, Tesfahun D, Yugal B, Dana TG. 2006). En ninguno de ellos se ha
observado un aumento de las complicaciones postoperatorias, si bien el nimero
de estudios es escaso para afirmarlo.

Una vez revisada la escasa bibliografia existente sobre los efectos del
tratamiento anti TNF-alfa en la curacién de las heridas encontramos muchas
contradicciones (Topstad DR, Panaccione R, Heine JA, et al. 2003; Colombel JF,
Loftus EV, Tremaine WJ, et al, 2004; Mooney DP, O "Reilly M, Gamelli RL. 1990;
Fu X, Tian H, Hsu S, Wang D, Sheng Z. 1996; Rapala K, Laato M, Niinikoski J,
Kujari H, Soder O, Mauviel A, Pujol JP. 1991; Rapala K, Peltonen ], Heino J,
Kujari H, Pujol JP, Niinikoski J, Laato M. 1997; Salomon GD, Kasid A, Cromack
DT, Director E, Talbot TL, Sank A, Norton JA. 1991), lo que nos llevé a realizar



un estudio experimental para investigar si realmente existia mayor riesgo de
complicaciones postoperatorias en el contexto de este tratamiento.

Si realizamos una revision sobre el papel del TNF alfa en la cicatrizacion de las
heridas veremos que tiene multiples funciones a lo largo del proceso como el
aumento de la expresion del gen del factor de crecimiento de queratinocitos en
los fibroblastos necesario para que se sinteticen distintas sustancias que hagan
que los queratinocitos migren a la zona herida, proliferen y se diferencien para
dar lugar a la epitelizacion, el aumento de integrinas que serviran de andamio
para la matriz provisional en la formacion del tejido de granulacién, o la
maduracién y remodelado del depdsito de coldgeno al estimular de forma
indirecta la reabsorcidn de las primeras fibras de colageno depositadas para dar
lugar al depdsito de fibras mas gruesas paralelas a las lineas de estrés (George
Broughton II MD PhD COL MC USA, Jeffrey E. Janis MD, Christopher E. Attinger
MD 2006).

Nos planteamos realizar este estudio con el objetivo de ver si existia un
aumento de las complicaciones postoperatorias en ratones en tratamiento con
anti-TNF alfa.

Utilizamos ratones porque comparten los receptores para el TNF alfa con los
humanos y etanercept por su comoda forma de administracion, subcutanea,
conservando la posologia empleada en los pacientes pero ajustada al peso del

ratdén (Pharmacokinetics and product metabolism in animals, etanercept).



HIPOTESIS DE TRABAJO Y OBJETIVOS



HIPOTESIS DE TRABAJO

A pesar del uso cada vez mas extendido de la terapia bioldgica en la AR,
apenas existen estudios experimentales que hayan valorado las consecuencias
que el bloqueo del TNF pueda tener sobre el proceso reparativo en la
cicatrizacion de las heridas. De hecho, no existen estudios clinicos que
respalden la actuacién clinica que con mas frecuencia se adopta en esta
situacion, consistente en la retirada temporal del tratamiento durante el periodo
perioperatorio. Aspecto de especial interés en este grupo de enfermos

sometidos con frecuencia a intervenciones quirurgicas de muy diversa indole.

OBJETIVO GENERAL DEL ESTUDIO

Estudiar si el bloqueo farmacoldgico del TNF influye en la evolucién de las

heridas quirdrgicas en un modelo experimental en ratones.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Estudiar si el tratamiento anti TNF-alfa aumenta o disminuye el tiempo
de curacion de la herida.

2) Investigar si el antagonismo del TNF alfa afecta al proceso de
reepitelizacion de la herida.

3) Valorar si el tratamiento modula la cantidad, tipo de infiltrado
inflamatorio y dispersion del mismo en la herida.

4) Examinar si este farmaco modula la cantidad de tejido de granulacién
formado.

5) Valorar su efecto sobre el grado de colagenizacién de la herida mediante

analisis digital de imagen.



MATERIAL Y METODOS



El estudio experimental ha sido realizado en el Departamento de Cirugia y sus
Especialidades de la Facultad de Medicina de la Universidad de Granada en
colaboracion con el Departamento de Anatomia Patoldgica de dicha

Universidad.

1.- MATERIAL UTILIZADO

1.1- ANIMAL DE EXPERIMENTACION

Utilizamos 80 ratones blancos machos de la raza SWISS-OF1 con un peso
comprendido entre 35 y 40 gramos. Fueron estabulados en el animalario del
Departamento de Cirugia y sus Especialidades de la Facultad de Medicina de
Granada en jaulas individuales de 15x20x26 cm. Durante todo el experimento
recibieron comida y bebida ad libitum (imagenes 1-3).

Para poder realizar el estudio se solicitdé la idoneidad de procedimiento de
experimentacién animal, cumpliendo con la legislacion vigente sobre principios
éticos a respetar en investigacion, a la Comision de Etica en Investigacion de la
Universidad de Granada (Comité de Etica en Experimentacidon Animal).

El experimento animal se ha regido y dispuesto siguiendo las recomendaciones
recogidas en las siguientes disposiciones legales:

a) Directiva del Consejo de Europa 86/609/CEE relativa a la proteccion de
los animales de laboratorio utilizados para experimentacion animal y
otros fines cientificos. Diario Oficial de las Comunidades Europeas, N°L
358/1-358/6 de 18 de Diciembre de 1986.

b) Real Decreto 223/1988 de 14 de Marzo, sobre proteccion de los animales
utilizados para experimentacién y otros fines cientificos. BOE n® 67, pp:
8509-8512 de 18 de Marzo de 1988.

c) Disposicion general n°25805. Instrumento de ratificacién del Convenio
Europeo sobre proteccién de los animales vertebrados utilizados con
fines experimentales y otros fines cientificos, hecho en Estrasburgo el 18
de Marzo de 1986. BOE 256 pp: 31349-31362, de 25 de Octubre de

1990. Esta ratificacién entrd en vigor en Espana el 1 de Enero de 1991.



1.2- ETANERCEPT (Enbrel®, Wyeth Europa Ltd, Reino Unido)

Etanercept es una proteina humana compuesta por el receptor p75 del factor
de necrosis tumoral y la porciéon Fc de la IgGl humana, producida por
tecnologia del ADN recombinante en un sistema de células de ovario de
hamster chino (CHO). Es una proteina dimérica construida genéticamente por
fusion del dominio extracelular soluble del receptor-2 del factor de necrosis
tumoral humano (RTNF2/p75), unido al dominio Fc de la IgG1l humana. Este
componente Fc contiene la regidn bisagra, las regiones CH2 y CH3, pero no la
CH1 de la IgG1. Contiene 934 aminoacidos y tiene un peso molecular aparente
de aproximadamente 150 kilodaltons. La forma farmacéutica utilizada,
disponible en el momento del experimento, fue en polvo y disolvente para
solucién inyectable. El polvo blanco se suministr6 en un vial de vidrio
transparente con tapdn de goma, capsula de aluminio y tapa de plastico de
color verde. El disolvente era un liquido incoloro y transparente que se
suministré en una jeringa de vidrio precargada. Cada vial de etanercept fue
reconstituido con 1 ml de agua para inyeccién antes de ser utilizado y

administrado por inyeccidon subcutanea (Enbrel®, Wyeth Europa Ltd, Reino Unido).

1.3- QUIROFANO Y MATERIAL DE MICROCIRUGIA

Utilizamos el quirdfano de experimentacién animal del Departamento de Cirugia
y sus Especialidades de la Facultad de Medicina de Granada que dispone, entre
otros medios, de una mesa de quiréfano para experimentacion animal con
microscopio quirdrgico acoplado a una cadmara de video Sony SSC-C108P®
(Sony Corporation, 2004). Como material de microcirugia utilizamos tijeras,

pinzas, bisturies y portagujas.



2.- METODO DE EXPERIMENTACION

2.1- TRATAMIENTO CON ETANERCEPT (Enbrel®, Wyeth Europa Ltd, Reino
Unido)

Dividimos los animales en dos grupos de 40 ratones cada uno. El grupo 1
recibid tratamiento con etanercept (Enbrel®, Wyeth Europa Ltd, Reino Unido)
mediante inyeccidon subcutdanea de 2 mg semanales iniciandolo en el dia -7 del
experimento (imagen MM4), y el grupo 2, que actué como control, no recibid

ningun tipo de tratamiento.

2.2- REALIZACION DE HERIDAS Y TOMA DE MUESTRAS

En el dia cero, todos los ratones fueron anestesiados via intraperitoneal con una
dosis proporcionada a su peso de una mezcla de ketamina, diazepam y atropina
en proporcion 1ml, 0.8ml y 0.2ml respectivamente, basandonos en que un
raton de 25 gramos precisaria una dosis de 0,1 mililitro de dicha mezcla
(Alvarez Gomez de Segura I, Tendillo Cortijo FJ. 2001). Una vez anestesiados,
se les afeitd el dorso y se les realizd una herida de 5 mm? con bisturi/tijeras de
microcirugia, retirando piel y tejido celular subcutdneo. A continuacion
fotografiamos las heridas de todos los ratones con una camara digital Sony
Cyber-Shot DSC-P120® (Sony Corporation, 2004) (imagenes MM5-12). Para realizar
todas las fotos a una distancia constante utilizamos siempre el mismo zoom y
encajamos la cdmara en un soporte de madera realizado para el experimento.
El dia dos del ensayo volvimos a anestesiar a todos los ratones de la misma
manera y tomamos fotografias de las heridas de todos ellos. Después de esto,
los primeros diez ratones de cada grupo fueron sacrificados mediante
sobredosis de mezcla anestésica para tomar la muestra de la herida para
posterior analisis histopatoldgico. Para ello, se retird la herida rodeada de tejido
sano disecando planos profundos hasta columna.

Los dias siete, quince y veinte del ensayo, se anestesiaron de nuevo a los
ratones restantes de cada grupo y se fotografiaron todas las heridas de la
misma manera. Se sacrificaron otros diez ratones de cada grupo cada uno de

estos dias y se tomaron las muestras de las heridas de la forma indicada.



CRONOGRAMA

Dia -7 Realizacién Fotos y m
Inicio Heridas Sacrificio .
medicacién Dia 0 Dia 7 Dia 14
Dia 2 SF°t9S.Y Dia 20
Fotos acrificio
Sacrificio Sacrificio
CRONOGRAMA:

Dia -7: inicié de medicacion: una inyeccion subcutanea semanal de 2 miligramos de etanercept.
Dia 0: realizacion de heridas.

Dias 2, 7, 15 y 20: fotografiamos las heridas y sacrificamos 10 ratones de cada grupo.



Imagen MM1 Imagen MM2

Imagen MM3 Imagen MM4

Imagenes MM1-3: Animales estabulados en jaulas individuales con comida y bebida a demanda
durante el experimento. Departamento de Cirugia y sus Especialidades. Facultad de Medicina.
Universidad de Granada.

Imagen MM4: Administracion de etanercept (Enbrel®, Wyeth Europa Ltd, Reino Unido) via
subcutanea en dosis de 2 mg semanales (Pharmacokinetics and product metabolism in animals,
etanercept).



Imagen MM5 Imagen MM6

Imagen MM7 Imagen MM8

Imagen MM9 Imagen MM10




Imagen MM11 Imagen MM12

Imagenes MM5-12: realizacion de herida y fotografia de la misma. Se afeita el dorso del animal
(imagenes MM5-6), se dibuja la herida con papel milimetrado en la zona sin pelo (imagenes
MM7-9), se levanta piel y tejido celular subcutdneo (imagenes MM10-11) y se fotografia la
herida desde soporte fabricado para el experimento (imagenes MM12).



3.- ANALISIS MACROSCOPICO, MICROSCOPICO Y DIGITAL
3.1- ANALISIS MACROSCOPICO

3.1.1- PROCEDIMIENTO

A pesar de que las heridas se realizaron con una plantilla de papel milimetrado
para que todas fuesen del mismo tamano, se decidié medir de nuevo su area
con el programa AutoCad2005® (Tronix SRL) una vez realizadas para
comprobar que no existian diferencias estadisticamente significativas entre sus
areas iniciales.

Una vez obtenidas las fotos de las heridas de cada ratén en los dias 0, 2, 7, 15
y 20 procedimos a su analisis con el programa AutoCAD®2005. Insertamos la
foto deseada en el dibujo del programa y utilizando la herramienta polilinea
rodeamos la herida de manera interactiva. Una vez enmarcada, seleccionamos

herramienta drea que nos calculd el drea de la herida en m? (imagenes MM13).

Para calcular la reduccidon de superficie de la herida en cada uno de los dias
consideramos como 100% el area de la herida en el dia cero y calculamos el
porcentaje de reduccidon de cada una de ellas con respecto a su area en dicho
dia.

El analisis macroscdpico es un analisis longitudinal, en el que vamos siguiendo
el area de los ratones a lo largo del experimento hasta su dia de sacrificio, por

lo que el niUmero de ratones ira disminuyendo en cada grupo a medida que se

van sacrificando.



Imagenes MM13: Procesamiento de la imagen de la herida del ratén para calcular su area con
el programa AutoCAD2005®. Rodeamos de manera interactiva el area de la herida con la
herramienta polilinea y calculamos de forma automatica el area de la zona marcada con la

herramienta area.



3.1.2- DEFINICION DE VARIABLES DE MACROSCOPIA
3.1.2.1- Area absoluta de la herida

Area expresada en metros cuadrados calculada con el programa AutoCad2005®
como anteriormente se explico, a partir de las imagenes digitales obtenidas con
la cdmara Sony Cyber-Shot DSC-P120® en el dia indicado.

3.1.2.2- Porcentaje del area de la herida

Porcentaje de la herida en el dia indicado con respecto al porcentaje de su area

en el dia cero.
3.1.2.3- Superficie de la herida reducida

Porcentaje de superficie reducido en la herida en cada uno de los dias

sefalados con respecto al porcentaje de su area en el dia cero.

3.2- ANALISIS MICROSCOPICO

3.2.1- PROCEDIMIENTO
3.2.1.1- Método para cortes de microscopia optica

El método descrito a continuacion es comun a todas las tinciones utilizadas en

este trabajo.
Fijacion
Como solucidn fijadora utilizamos formol tamponado con fosfato al 10% segun

la siguiente formula:

FOrmaling pura..........coooiiie e 100 ml
Fosfato sddico monobasico (NaH2PO4)............cccccceeveeveenenneee, 49
Fosfato sddico dibasico (Na2HPO4)...........c.cceeveevveeeeeeeee 6,59
Agua destilada...........cccveviiiiiiiee s 900 ml

Utilizamos este tampdn para evitar el choque osmotico que provoca la dilucion

de la formalina en agua destilada, y el depdsito de pigmento formodlico que



ocurre con pH inferior a 6 (el tampdn fosfato estaba calibrado con un pH 7.0-
7,2).

Sumergimos las muestras en dicha solucién entre 72-96 horas y después de
este tiempo fueron retiradas y lavadas para eliminar los restos de formol que

pudieran quedar en ellas.

Tras tallar la muestra y seleccionar el area de interés se realizaron cortes
perpendiculares incluyendo la zona de la herida y bordes sanos para su
procesamiento posterior de manera automatica en un procesador de tejidos
(autotechnicom). En procesamiento se ha llevado a cabo con los siguientes

pasos:
19 Deshidratacion

El fin de este paso es eliminar el agua de la muestra para posteriormente poder
sustituirla por una sustancia o aclarante (aclaramiento) que después sera
reemplazada por el material de inclusion. Para ello utilizamos alcohol etilico en
concentraciones crecientes de 50-70-80-90-96 %, y finalmente alcohol absoluto

(dos pases) durante una hora cada paso.
2° Aclaramiento

En este paso sustituimos el agente deshidratante, en este caso alcohol, por una
sustancia miscible con el medio de inclusion que hemos utilizado, en este caso
parafina. Como sustancia aclarante hemos utilizado Tolueno, haciendo tres

pases de una hora cada uno de ellos.
39 Inclusion

Mediante este paso se impregnaron las muestras en parafina para llenar todos
los intersticios del tejido y obtener una muestra de consistencia firme que
permitiese realizar los cortes delgados sin distorsidon. Para ello se utilizé una
estacion de inclusién que poseia un dispensador de parafina liquida, una placa
caliente para la orientacion de las piezas, y una placa fria para la solidificacion
del blogue. Previamente se orientd la muestra para facilitar el corte dentro del

molde.



490 Corte de las muestras

El blogue de parafina obtenido se cortd en dos piezas realizando un corte
transversal a la herida, para después realizar cortes de 4 um de cada una de
estas piezas partiendo del centro de la lesion. Para ello, se utilizd un microtomo
de parafina que permitié obtener dichas laminas del bloque de inclusién, las
cuales, previo paso por un bafio de agua caliente (45-50°), se montaron en un
portaobjetos para su posterior tincion.

3.2.1.2- Tincion de los cortes obtenidos

Después de haber realizado todas las manipulaciones descritas desparafinamos
los bloques para colorearlos con las tinciones de Hematoxilina-Eosina, PAS,
Tricrémico de Masson y Giemsa. A continuacién se describen los procedimientos

técnicos utilizados para realizar estas tinciones:
- Método de Hematoxilina-Eosina:
1) Soluciones:
1. Solucién de hematoxilina de Harris.
2. Etanol acido al 1 por 100.
3. Solucion de azuleamiento.
a) Agua corriente.
b) Solucidn acuosa de carbonato de litio al 1 por 100.
c) Solucién acuosa de amoniaco al 2 por 100.
4. Solucion acuosa de eosina.
2) Modo de operar:
1. Desparafinar e hidratar.
2. Tefir con hematoxilina de Harris durante 2 minutos.
3. Lavar con agua corriente.

4. Diferenciar el alcohol acido al 1 por 100 durante 5 a 30 segundos,

controlando el microscopio.



5. Azular en agua corriente durante 5 minutos.
6. Colorear con eosina durante 2 minutos.

7. Lavar en agua corriente hasta obtener la intensidad deseada de

coloracion.

8. Deshidratar, aclarar, montar.
3) Resultados:

1. Nucleos: azul/negro

2. Eritrocitos: naranja a rosa

3. Restantes estructuras: rosado a rojo

Procedimiento técnico para la preparacion de la solucién de hematoxilina de

Harris:

- Hematoxilina (cristalizada)...........cccceeeeveeeennen. 1g

- Etanol absoluto...........ccooieiiiiiiiiiiee s 10 mL
Disolver calentando suavemente:

- Alumbre potasico 0 amonico.............cccceuveveerennee 20g

- Agua destilada.........cccooiiiiiie e 200 mL

Disolver en caliente. Afiadir la solucion de hematoxilina y llevar a ebullicion.

Cuando comienza a hervir se anade:
- Oxido rojo de Mercurio.........cccoeceveeiivveeesiiieee s 05¢g

Dejar disolver el oxido removiendo lentamente hasta que la solucién adquiera
color purpura. Sumergir inmediatamente en agua fria. Cuando la solucién se

haya enfriado, filtrar y anadir:

- Acido acético glacial............ccoeveereeeeeeeeeeeeeeen. 10 mL



- Método de PAS:
1) Soluciones:
a) Acido periddico al 0.5 por 100

b) Reactivo de Schiff: Puede adquirirse comercialmente o fabricarse segun
el siguiente procedimiento:

- Fucsina basica (C.I. 42510)......ccccceeieeeceeeceeceeeen 1g
- Agua destilada.........cccoooieiie e 200 mL

Llevar hasta ebullicién el agua destilada y anadir la fucsina. Disolver y enfriar a
50°C, filtrar y afiadir:

- Metabisulfito sddico anhidro............ccccceeeveiieiiiicennnee. 1g

Dejar en reposo 24 horas (la solucién debe tomar un color rosa palido) y filtrar

a través de carbdn activado, lo cual debe decolorarla.

c) Bano de acido sulfuroso:

- Acido clorhidrico 1 Nu...eveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee s 5 mL
- Metabisulfito sédico al 10 por 100..........cccccoveeveereenen. 6 mL
- Agua destilada..........cccooeiiiiiii 1 100 mL

d) Hematoxilina de Harris.
2) Modo de operar:
1. desparafinar e hidratar
2. Acido periddico al 0.5 por 100, 5 minutos.
3. Lavado en agua destilada.
4. Reactivo de Schiff, 15 a 30 minutos.
5. Aclarar en tres cambios de bafno sulfuroso, 2 minutos en cada uno.
6. Lavar en agua corriente durante 5 minutos.
7. Hematoxilina de Harris, 30 a 60 segundos.

8. Lavar en agua corriente durante 5 minutos.



9. Deshidratar, aclarar, montar.
3) Resultados:
1. Nucleos: azul.

2. Material PAS positivo: rojo oscuro a magenta (fucsina).

- Método de Tricromico:
1) Soluciones:
a) Solucién de Bouin

b) Solucién tricrémica:

= Cromotropo 2R........cooiiiiiiiee e 0.6g
- Verde luz (fase green FCF-C.I. 42053).........c.c.c..... 03¢
- Acido acético glacial...........oceveeereeeeeeeeeeeeeeeeeeeeens 1.0 mL
- Agua destilada.........ccccoeiiiiiiiee 100 mL
- ACidO fOSFOLUNGSHICO. ... v.evveeeeeeeeeeee e eereeeas 08¢

¢) Solucion verde luz:

- Verde [uz (C.I. 42053)....ccccviiiiiiieecciee e 50g
- Agua destilada.........cccoooiiiee 250 g
= ACIAO @CELICO. ...t 2 mL

d) Solucién acuosa de acido acético al 0.5 por 100
2) Modo de operar:
1. Desparafinar e hidratar.

2. Realizar mordentaje en liquido de Bouin durante 1 hora a 56°C é 24 horas

a temperatura ambiente.

3. Lavado en agua destilada hasta que desaparezca el color amarillo.



4. Tefir en la solucion tricrdmica durante 15 minutos (previamente es
posible contrastar nucleos con hematoxilina de Weigert durante 13 minutos

seguida de un lavado prolongado en agua corriente).

5. Diferenciar en la solucién de facido acético al 0.5 por 100 durante 15

segundos.
6. Lavar en agua destilada.
7. Teiiir con la solucién de verde luz durante 20 6 30 segundos.
8. Deshidratar, aclarar y montar.
3) Resultados:
1. Fibras musculares, fibrina y citoplasmas celulares: rojo.
2. Colagena, cartilago, mucina y membranas basales: verde.

3. Nucleos (sin contraste con hematoxilina): azul-negruzco.

- Método de Giemsa:

1) Soluciones:

1. Solucion A:
- Acido acético glacial...........co.eveveeeeeeeeerereeeeeeeen, 1.2 mL
- Agua destilada..........ccccoocieiiii 100 mL
2. Solucién B:
- Acetato SOICO.......ocviiieiiciecece e 2.7¢
- Agua destilada...........cccoeiiiiiii 100 mL

3. Tampon acetato a pH 4.0:
= SOIUCION Ao 80 mL
= SOIUCION Bi.....oeeveeeceeeee e 20 mL
4. Solucidn de trabajo de Giemsa:

- Agua destilada...........ccocoeriiiii 47.5 mL



- Solucidn tamponada...........ccccceceeeeeiececieeece e 1.5 mL
- Solucion comercial de GIEmMSa.........cceceeeeeeeeeeeennns 2 mL

Yol <1 (0] I TR 2.5 mL

2) Modo de operar:
1. Desparafinar e hidratar en agua destilada.

2. Si el tejido no se ha decalcificado, tratar con alcohol acido entre 1 y 5

minutos. Lavar bien en agua destilada.
3. Teiiir con la solucién de trabajo de Giemsa 2 horas.

4. Diferenciar y deshidratar an acetona, aclarar acetona-xileno y xileno,

montar.
3) Resultados:
1. Nlcleos: azul-violaceo
2. Citoplasmas y tejido conjuntivo: tonos de rosa
3. Eritrocitos: salmoén
4. Rickettsias: violeta

5. Granulos de eosindfilos: rojo-anaranjado

3.2.1.3- Caracteristicas del analisis microscépico

El analisis microscopico es un analisis transversal, por lo que los datos de los
que disponemos son de cada ratdn en su dia de sacrificio. Por ello, el tamafio
muestral tendra un maximo de diez ratones en cada grupo en cada uno de los

dias senalados.



3.2.2 - DEFINICION DE VARIABLES DE MICROSCOPIA
3.2.2.1 - Longitud de la herida

Para calcular la longitud de la herida obtuvimos una imagen digital de cada
muestra objetivada al microscopio éptico con un aumento x2 con la tincién con
hematoxilina-eosina con una camara Olympus DP70 acoplada al microscopio
optico mediante el programa informatico Olympus DP Manager presente en un
ordenador pentium IV Dell acoplado a dicho equipo. Tratamos las imagenes
obtenidas con el programa AutoCad2005®, escalandolas segin el aumento
aplicado con el microscopio 6ptico (x2) para poder medir la distancia en
milimetros de borde a borde de la herida. La maxima longitud medible en la
imagen fue 4,10 mm (por cuestion de espacio al superar la longitud de la
herida la de la imagen). Se decidié asignar una longitud de 5 mm a todas las

heridas cuya longitud superara el maximo medible en la imagen (imagenes MM14).

Definimos la variable /ongitud de la herida como la distancia en milimetros de

borde a borde de la herida en la imagen digital obtenida.



Imagenes MM14: Procesamiento de la imagen de la herida de un ratdn en un corte tefiido con
hematoxilina-eosina y visualizado al microscopio Optico con aumento x2. Obtenemos una
imagen digital escalada para ese aumento con la camara digital acoplada al microscopio dptico
que introducimos en el programa AutoCAD2005® para realizar una linea de labio a labio de la
herida de manera interactiva y calcular, de forma automatica, la longitud de la misma en
milimetros.



3.2.2.2- Reepitelizacion de la herida

Definimos la variable grado de reepitelizacion de /a herida como el grado de
reepitelizacion en la muestra de la herida objetivada al microscopio éptico con
aumento x20 en la tincion de hematoxilina-eosina, valorada de 0 a 2 de la
siguiente forma: 0= no existe reepitelizacion; 1= reepitelizacion incompleta; 2=
reepitelizacion completa. Para el estudio estadistico recodificamos la variable
como sigue: 0= reepitelizacion incompleta/sin cambios ; 1: reepitelizacion

completa.

3.2.2.3- Espesor del epitelio sano y de la herida

Para calcular el espesor del epitelio, tanto en el tejido sano como en la herida,
obtuvimos una imagen digital de cada uno de éstos en la muestra objetivada al
microscopio optico con aumento x20 con la tincién de hematoxilina-eosina de la
misma forma realizada para la variable /longitud de herida, escalandolas
también con el programa AutoCad2005® pero para un aumento x20.
Realizamos, con este programa, cinco mediciones del espesor del epitelio sano
y cinco mediciones del de la herida de cada raton con la herramienta distancia,

y calculamos su media aritmética (imagenes MM15).

Definimos las variables espesor del epitelio sano 'y espesor del epitelio de la
herida como la distancia en micras desde la capa basal del epitelio sano, o de la

herida, hasta su capa cérnea medida como anteriormente se explico.



Imagen 28: epitelio sano (x20) Imagen 29: epitelio herida (x20)

Imagenes MM15: Procesamiento de la imagen del epitelio, en este caso de la zona sana, de un
ratobn en un corte tefido con hematoxilina-eosina y visualizado al microscopio Optico con
aumento x20. Obtenemos una imagen digital escalada para ese aumento con la camara digital
acoplada al microscopio dptico que introducimos en el programa AutoCAD2005® para realizar
cinco lineas desde la capa basal del epitelio a su capa cdrnea de manera interactiva y calcular,
de forma automatica, la longitud de las mismas en micras. Utilizamos la media de las cinco
longitudes como espesor del epitelio medido.



3.2.2.4- Tejido de granulacion

Definimos presencia de tejido de granulacion como la existencia de vasos y
fibroblastos en el area de la herida.

Definimos la variable cantidad de tejido de granulacion como la extension del
mismo presente en la muestra de la herida objetivada al microscopio dptico con
un aumento 20x en la tincidn de hematoxilina-eosina, valorada de 0 a 2 de la
siguiente forma: 0= ausencia tejido de granulacion; l1=cantidad minima;
2=cantidad moderada. Para el estudio estadistico recodificamos la variable
como sigue: 0= ausencia/cantidad minima de tejido de granulacién; 1=

cantidad moderada.

3.2.2.5- Infiltrado inflamatorio

Definimos la variable cantidad de infiltrado inflamatorio de manera
semicuantitativa como la cantidad del mismo presente en la muestra objetivada
al microscopio 6ptico con aumento 20x en la tincion de hematoxilina-eosina,
valorada de valorada de 0 a 2 de la siguiente forma: O=ausencia de infiltrado
inflamatorio; 1= cantidad minima; 2=cantidad moderada. Para el estudio
estadistico recodificamos la variable como sigue: 0= infiltrado inflamatorio

ausente/cantidad minima; 1= infiltrado inflamatorio en cantidad moderada

Definimos la variable &po de infiltrado inflamatorio en funcidon del tipo de
células presentes en la muestra histoldgica objetivada al microscopio éptico con
aumento 20x en la tincién de hematoxilina-eosina, clasificdndolo en agudo o
cronico en funcidn de la existencia de predominio de polimorfonucleares para el
primero o macrofagos/células plasmaticas/linfocitos para el segundo. Si
predominaba el componente agudo le atribuimos el valor 1 y si predominaba el

cronico el valor 2.

Definimos la variable grado de afectacion muscular por el infiltrado inflamatorio
como la cantidad de infiltrado inflamatorio presente entre las fibras musculares
existentes debajo de la herida en la muestra objetivada al microscopio Optico

con aumento 20x en la tincidn de hematoxilina-eosina, valorada de 0 a 2 de la



siguiente forma: 0= no existe infiltrado inflamatorio; 1= minima infiltrado
inflamatorio; 2= moderado infiltrado inflamatorio. Para el estudio estadistico
recodificamos la variable como sigue: 0= ausencia de infiltrado inflamatorio
entre las fibras musculares; 1= presencia de infiltrado inflamatorio entre las

fibras musculares.

3.2.2.6- Cantidad de polimorfonucleares, macrofagos, vasos

sanguineos y fibroblastos en la herida

Definimos las variables cantidad de polimorfonucleares, macrofagos, vasos
sanguineos y fibroblastos en la herida de manera semicuantitativa como la
cantidad de los mismos presente en la muestra objetivada al microscopio optico
con aumento 20x en la tincién de hematoxilina-eosina, valorada de valorada de
0 a 2 de la siguiente forma: 0= ausencia de los mismos; 1= cantidad minima;
2= cantidad moderada. Para el estudio estadistico recodificamos las variables

como sigue: 0= ausencia/cantidad minima; 1= cantidad moderada.

3.3- ANALISIS DIGITAL DE IMAGEN
3.3.1- PROCEDIMIENTO

3.3.1.1.- Método para cortes de microscopia optica
Utilizamos el mismo método explicado con anterioridad para la realizacién de
los cortes para microscopia Optica siguiendo los pasos de fijacion,

deshidratacion, aclaramiento, inclusion y corte de las muestras.

3.3.1.2.- Método de rojo sirio para tincion de fibras colagenas

A continuacion se describe la tincion de rojo sirio realizada en nuestro
laboratorio segin el método descrito por Llewellyn (Lépez Caballero, JJ; Pefia,
MC; De Federico, MJ. 1993).

1) Soluciones:

- Rojo Sirio F3BA (C.I. 35780) al 1 por 100................... 10 mL



- Solucidén acuosa saturada de acido picrico................... 90 mL

Mezclar, afadiendo a continuacion cristales de acido picrico para saturar bien la
solucién colorante. A fin de asegurar la saturacién, deberan permanecer
algunos restos de acido picrico sin disolver. Dejar reposar la solucidon 48 horas
antes de usarla. El envejecimiento excesivo de la solucién se manifiesta por la
pérdida de sus propiedades tintoriales. Una tincién de fondo color naranja
palido indica que la saturacidon con acido picrico es incompleta, por lo que se

recomienda afadir mas cristales del acido y dejar reposar otras 48 horas.
2) Modo de operar:

1. Desparafinar e hidratar meticulosamente.

2. Lavar durante 10 minutos en agua corriente.

3. Tedir con la solucién de rojo sirio durante 30 minutos a temperatura

ambiente.

4. Deshidratar rapidamente en alcohol absoluto, aclarar y montar.
3) Resultados:

1. Fibras del tejido conectivo (excepto elasticas): rojo intenso.

2. Otros elementos: amarillo.

3. Nucleos en caso de contraste opcional con H. de Weigert: azul-negruzco.

3.3.1.3.- Material y método para el analisis digital

El material y método que a continuacién se especifica se refiere a la
microscopia digital, donde se tratan los aspectos técnicos y metodoldgicos del
analisis digital de imagenes microscdpicas y de su aplicacion especifica al

analisis del tejido de la herida.

A) Instrumentacion para microscopia digital

La instrumentacion de microscopia digital utilizada consta de un microscopio

optico, una camara de video y un sistema informatico.



A1) Microscopio optico:

El microscopio utilizado para generar las imagenes de los preparados
histoldgicos en examen ha sido un microscopio compuesto (Olympus BX51) con
sistema de cristales de polarizacion adaptados (Olympus T2, Japén). Este
microscopio posee un revolver con cinco objetivos de aumento, 2x, 4x, 10x, 40x
y 100x respectivamente, un espacio para el posicionamiento de filtros épticos y
proporciona 35 w de potencia maxima de iluminacién. La iluminacién se realiza
con luz normal blanco amarilla de aproximadamente 550 nm de longitud de
onda y puede ser regulada manualmente variando la intensidad de emision de
luz a través de un redstato graduado y/o utilizando un diafragma-iris graduado,
para el control de la amplitud del cono de luz incidente, y/o un condensador
graduado, para variar el enfoque del cono de luz en la preparacion histoldgica y
el contraste dptico de la imagen resultante. A este microscopio se acopl6é una
camara de video para la digitalizacién de las imagenes, utilizando una lente
intermedia y un adaptador Olympus MTV-3. La lente intermedia utilizada entre

camara y microscopio tenia un aumento de 1x.

A2) Camara de video:

Para la digitalizacion de las imagenes se utilizd una videocamara Sony CCD N50
B/N acoplada al microscopio. La resolucion de intensidad luminosa y las
dimensiones de la imagen digitalizada dependen de las caracteristicas de la
tarjeta digitalizadora utilizada para la captura, mientras su resolucion espacial
depende, ademas de la tarjeta digitalizadora, de la lente intermedia entre
camara y microscopio y del objetivo del microscopio utilizado durante la captura

de imagen.

Las imagenes captadas en color fueron transformadas mediante el programa
Adobe Photoshop (Adobe System Incorporated, California, USA) en escala de

grises.



A3) Sistema informatico:

El sistema informatico para el control de captura y la digitalizacion de imagen,
la elaboracién y el andlisis de las imagenes digitales, y el tratamiento de los

datos consta de los siguientes elementos:
A3.1) Tarjeta de digitalizacion y elaboracion de imagen:

La tarjeta de digitalizacion de imagen utilizada ha sido una MVP-AT (Matros
Electronic Systems, Canadd) acoplada internamente a un ordenador personal.
Esta tarjeta permite digitalizar imagenes en blanco y negro y en color hasta una
resolucion maxima de 512x512x32 bits que, para imagenes convencionales de 8
bits de resolucion de intensidad luminosa (256 niveles de gris para cada banda
de imagen), equivale a una resolucion espacial maxima de 1024x1024 pixeles
cuadrados para imagenes en blanco y negro y de 512x512 pixeles cuadrados
para imagenes en color. Ademas, posee una memoria RAM interna de acceso
veloz de 1 Mb y circuitos con microprocesadores especializados para la captura
en tiempo real y la realizacion rapida de operaciones basicas de elaboracion de

imagen.
A3.2) Ordenador y monitores:

El ordenador utilizado ha sido un PC (Dell) con microprocesador Pentium IV
2.40 GHz (Intel), 256 Mb de memoria RAM, disco duro de 50 Gb, unidades de
disquetera de 32" de alta densidad (1.44 Mb de capacidad), ratén serial
Genius, controlador de video S-VGA de 1 Mb de memoria y “bus” local, monitor
RGB de 17” CM-615 de alta resolucion (Hitachi, Tokio, Japdn) para la
visualizacion de las imagenes. El sistema operativo y la interfaz grafica
utilizados han sido Microsoft Windows 2000 Professional (Microsoft

Corporation).



B) Métodos de aplicacion de analisis digital de imagen

B1) “Software” de base utilizado:

Para la realizacion de los programas de analisis digital de imagen se utilizé el
“software” de desarrollo de programas de analisis de imagen Visilog 6.2 (Noesis
S. A,, Velizy, Francia) (Noesis, 1991a; Noesis, 1991c).

Este “software” funciona en entorno MS-DOS, con interfaz grafico Windows 98
(Microsoft Corporation), y permite el andlisis y disefio de algoritmos de
elaboracion de imagen a través de la utilizacibn manual de funciones
elementales de procesamiento de imagen y el ajuste de sus parametros;
proporciona librerias de funciones elementales de elaboracidon y andlisis de
imagen utilizables para la realizacién de programas automaticos; proporciona
un entorno para el desarrollo de librerias y programas de analisis de imagen en
lenguaje “C-like”; y, proporciona un lenguaje a objetos ("Resource Manager”)

que permite disefar y realizar un interfaz grafico de interaccidon con el usuario.

Estas caracteristicas constituyen las propiedades mas adecuadas para facilitar el
estudio y disefio de algoritmos de analisis de imagen y su utilizacion en
programas de aplicacion especificos. Ademas, este sistema permite la de
aplicaciones finales compiladas, ejecutables de forma completamente

independiente y totalmente compatibles.

B2) Aplicacion del analisis de imagen:

El programa de andlisis de imagen utilizado ha sido disefiado en el
Departamento de Anatomia Patoldgica de la Universidad de Granada vy
publicado por Masseroli y colaboradores (Masseroli M, y cols. 1995).

Los programas de analisis digital de imagen disefiados han sido englobados en
la aplicacion Fibrosis HR® (Masseroli M, y cols. 1995). Esta estd constituida
desde el punto de vista informatico por dos partes distintas: interfaz con el
usuario y algoritmos de elaboracién. La primera permite la interaccién con el
usuario en los pasos de la aplicacion que lo requieran: captura de imagen,
definicidn de ficheros de entrada (“input”) y salida (“output”), pasos interactivos

eventualmente necesarios de elaboracidon y confirmacién de operaciones



automaticas. Ademas, posibilita una clara presentacion de las imagenes
generadas durante la elaboracion y de los resultados graficos y numéricos
finales del analisis de la imagen digitalizada. La interfaz con el usuario se realiza
mediante los elementos tipicos del entorno Windows: ventanas, menu y
botones de interaccion que al ser activados a través del raton o de teclas de
acceso rapido determinan el comienzo de las rutinas a ellos asociadas. La
programacion de esta parte se realiza mediante un lenguaje a objetos
("Resource Manager”) proporcionado por Visilog 6.2 (Noesis, 1991B). En este
lenguaje, cada elemento de interaccion es un objeto separado y esta definido
por el nombre, el tipo (ventana, botdn, mend, etc.) y una serie de parametros
que definen las propiedades, localizacién y dimensiones del objeto en la

pantalla.

El procedimiento de andlisis de imagen consta de tres fases: captura y
preelaboracidon de imagen; depuracion del proceso de captura y normalizacion
de imagen; andlisis estadistico de la depuracion de captura y control de

captura.
- Captura y preelaboracion de imagen:

En primer lugar se realiza el ajuste del sistema, que fija las condiciones de
captacion y de medida de las imagenes consideradas. Antes de realizar la
medicién, la lampara del microscopio fue ajustada para obtener una iluminacion
homogénea (Kohler) y una intensidad de luz éptima. Se usoé un filtro verde IF
550 y una magnificacion de 40x. El tamafo de la imagen a capturar fue de
680x512.

Para generar las imagenes a analizar ha sido disefiada una aplicacién que
permite los pasos basicos de captura de una imagen de video y realiza una
preelaboracion de la misma, depurandola de las influencias inherentes al

sistema de captura y de iluminacién, y normalizando sus caracteristicas.

Inicialmente, el programa permite ver en tiempo real sobre la pantalla la
imagen en vivo proporcionada por la camara de video, ajustar los parametros

de captura y de iluminacién viendo en directo, como ensayo previo a la captura



y digitalizacion de las imagenes, las variaciones que estos aportan a las
caracteristicas de la imagen y a continuacion digitalizar la imagen en memoria.
Sucesivamente, utilizando una imagen de fondo previamente digitalizada con
las mismas condiciones de iluminacion, se realiza una preelaboracidon de imagen
que permite depurar y normalizar la imagen captada. Mediante una ventana
interactiva se adquirieron 5 imagenes independientes y al azar por muestra de
herida y de tejido sano. Esta informacion se transforma en imagen digital (255
niveles de gris) y se almacena en el disco duro del ordenador con la extension
" tif”.

- Depuracion del proceso de captura y normalizacién de imagen:

A fin de eliminar la eventual falta de uniformidad de iluminacion presente en la
imagen digital y normalizar los niveles de gris de la misma en relacion al grado
de tinciéon de la muestra, la imagen de tejido digitalizada se comparé pixel a
pixel con una imagen de fondo correspondiente, entendiendo por imagen de
fondo una captada previamente en las mismas condiciones de iluminacién, pero
en una zona sin tejido del mismo portaobjeto. En una imagen de fondo de este
tipo el valor medio de los niveles de gris depende de la intensidad de la tincién
e iluminacidn de la muestra, mientras la distribucién espacial de niveles de gris

refleja la distribucion de iluminacion durante la captura.

Ademas de la correccidon de las distorsiones de iluminacion de captura y la
normalizacion del nivel medio de iluminacion de la muestra, las imagenes
microscopicas captadas han sido normalizadas en el rango de sus niveles de
gris, expandiendo linealmente su histograma hasta que esto ocupara todo el
rango de niveles disponibles (0-255). Esta normalizacidon ha sido realizada sin
considerar, para la determinacidn de los extremos del histograma inicial a
expandir, un numero fijo de pixeles de la imagen con los niveles de gris mas

bajo.
- Andlisis estadistico de la depuracién de captura y control de captura:

La depuracién de captura ha sido evaluada analizando estadisticamente la

distribucién de los niveles de gris de la imagen depurada. Los parametros



considerados han sido la superficie, perimetro, disposicion u orientacion,

numero de elementos de la imagen.

Para facilitar la determinacion del nivel optimo de iluminacion de captura en
relacion con la intensidad de tincién de la muestra y la sucesiva umbralizacion
automatica de la imagen digitalizada, se ha implementado una funciéon de
"control de captura". Esta funcién, ademas de la captura, depuraciéon vy
normalizacion de la imagen, realizadas como antes se ha descrito, visualiza en
pantalla, sobrepuesta a la imagen normalizada, el resultado de la umbralizacion
automatica que se realiza durante el proceso de evaluacion de la imagen
digitalizada. De esta forma resulta mas facil verificar si el nivel de iluminacion de
captura es adecuado para el aislamiento automatico de las areas de fibrosis a
evaluar, o si es necesario cambiarlo para intentar obtener un resultado mejor.
Ademas, la funcidn permite realizar una umbralizacidon manual de la imagen para
prever si una variacion de iluminacion de la muestra en examen pueda portar

alguna mejora en la identificacion de las areas de fibrosis en la imagen.

B3) Procesamiento y analisis de imagen:

Para procesar y analizar las imagenes captadas y preelaboradas como se ha
descrito anteriormente, hemos desarrollado una serie de algoritmos que pueden
ser agrupados segun la clasificacion clasica del analisis de imagen en diferentes

apartados:

B3.1) Umbralizacion:

Las operaciones de captura, depuracion y preelaboracion de imagen antes
descritas establecen un mecanismo de estandarizacion que permite obtener
imagenes con condiciones homogéneas, independientemente de las condiciones
en las que las imagenes fueron captadas. La homogeneidad de condiciones de
las imagenes a analizar permite aplicar métodos automaticos de umbralizacion
para el aislamiento de los elementos de interés presentes en la imagen, que en
nuestro caso son representados por las areas de tejido fuertemente tefidas por

la tincién del rojo sirio.



Ademas, se ha realizado un algoritmo interactivo de umbralizacién manual
basado en la utilizacion del ratédn para la definicién del umbral mas adecuado
para cada imagen. Este algoritmo, que ha sido utilizado durante la validaciéon de
la umbralizacién automatica de las imagenes de fibrosis tendinosa, permite al
usuario seleccionar el nivel de umbralizacién visualizando en la pantalla del

ordenador el resultado de umbralizacion que corresponde al nivel seleccionado.

Todos los algoritmos realizados proporcionan como resultado una imagen binaria
que representa la mascara de los elementos presentes en la imagen aislados por

la umbralizacién.
B3.2) Identificacion y clasificacion:

Para la identificacion y clasificacién de los objetos de interés presentes en la
imagen, se han desarrollados algoritmos que evallan morfoldgicamente los
elementos de la imagen, aislados por la umbralizacion, que tienen caracteristicas
densitométricas en el rango de las de los objetos a evaluar y los clasifican en
relacion con su forma y tamafio. Los algoritmos que se han implementado
operan todos sobre la imagen binaria resultado de la umbralizacién previamente

realizada.
B3.3) Analisis:

Para el andlisis de las imagenes se ha realizado un algoritmo que, utilizando una
oportuna tabla de colores para hacerlas resaltar en la pantalla del ordenador,
visualiza las dreas anteriormente extraidas e identificadas, las mide
automaticamente e importa a ficheros Excel los datos generados. Las medidas
automaticas, generalmente obtenida en pixeles, son automaticamente
convertidas en valores métricos, utilizando los factores de calibracion de medidas
contenidos en una tabla de escalas de medida generada una tantum durante el

proceso inicial de calibracion del sistema de analisis.

Para la transformacion en unidades meétricas de las medidas en unidades
arbitrarias, pixeles, proporcionadas por el sistema de analisis digital de imagen,
ha sido realizado un algoritmo que, a través de la captura con videocamara y
posterior medicion de imagenes de un portaobjetos milimetrado de dimensiones

métricas conocidas colocado en el microscopio, permite la determinacién de



factores de calibracién de medidas. Los factores de calibracién dependen del
aumento utilizado para la captura de la imagen. Por lo tanto, es necesario
determinar un factor de calibracién de medida para cada objetivo utilizado en la

cuantificacién de imagen.

C) Cuantificacion por analisis de imagen de la fibrosis de la herida

La metodologia de cuantificacién consta de cuatro partes distintas:

C1) Captura y digitalizacion de imagen:

Las imagenes son captadas en blanco y negro con dimensidon de 680x512 pixeles
cuadrados por la videocamara Sony CCD N50 B/N acoplada al microscopio. La
digitalizacion se realiza con una resolucion de intensidad luminosa de 8 bites (256
niveles de gris). La utilizacion del objetivo de 40X, y del conjunto lente
intermedia de 1x y adaptador Olympus MTV-3, proporciona un campo de
imagen de 348160 ym?2 con una resolucién éptica de 0,67 pm?2/pixel.

La captura de imagen se realiza empleando un filtro éptico verde IF 550 y con
exceso de luz para que durante la elaboracidon de la imagen se puedan eliminar
mas facilmente las areas de las células que tienen semejantes niveles de gris que

los proporcionados por el rojo sirio para el tejido fibrético que se quiere evaluar.

Para una correcta cuantificacién de las imagenes digitalizadas es importante que
las condiciones de iluminacion de las muestras permanezcan constantes a lo
largo de toda la captura de imagenes de cada muestra y posiblemente,
dependiendo de la homogeneidad de la tincion realizada, de todas las muestras

de una misma experiencia.

La depuracién y normalizacién de las imagenes tras su captura con exceso de luz
proporcionan constancia de caracteristicas y adecuada calidad de las mismas,
que hace posible la aplicacion sucesiva de un algoritmo automatico de

umbralizacion.



C2) Procesamiento de la imagen digital:

Las imagenes previamente digitalizadas son elaboradas para extraer las areas a
analizar. Los pasos fundamentales del procesamiento realizado pueden resumirse
en: segmentacion de las areas de interés e identificacion de las areas a evaluar y

su clasificacion.

La segmentacién de las areas de imagen tefidas de manera intensa por el rojo

sirio es realizada por un algoritmo automatico de umbralizacion.

C3) Analisis de la imagen procesada:

En esta parte se cuantifican los elementos de la imagen aislados y clasificados en
el epigrafe anterior. Se mide automaticamente el area de fibrosis de la herida
eventualmente presente en la imagen. Para cada imagen medida, los valores
obtenidos en um2 son mostrados en pantalla y almacenados dentro de ficheros
ASCII de datos. Estos ficheros se denominan con un nombre precodificado que
se refiere a la muestra analizada y que permite una facil clasificacién y utilizaciéon

de los datos.

C4) Elaboracion y evaluacion de los datos:

Ademas de los valores absolutos en um?2, el programa determina también los
siguientes valores porcentuales de superficie o area de fibrosis; perimetro de

fibrosis; disposicién u orientacion de la misma; nimero euler.

Todos los valores determinados se almacenan en ficheros de datos organizados
por lineas y columnas para cada muestra analizada, de forma que cada linea se
refiere a una imagen, o campo, de la muestra analizada y contiene todos los

datos obtenidos relativos a esta imagen.

La misma organizacion es mantenida en un segundo fichero creado para cada
muestra analizada y que contiene para cada imagen de la muestra los valores de
umbralizacion utilizados en la elaboracién de la imagen para la segmentacion de

las areas de fibrosis.



El tipo ASCII y la organizacion de los datos dentro de los ficheros permiten una
facil e inmediata exportacion de los mismos a la mayoria de los programas

estadisticos para una siguiente evaluacion.

Ademas, para cada muestra y por lo tanto para cada ratén o herida analizada, el
programa genera automaticamente un fichero de informe general que contiene
las medias aritméticas de los valores medidos, relativas sea a la totalidad de los

campos evaluados en la muestra, sea a los campos cicatriciales.
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3.3.2- DEFINICION DE VARIABLES DE ANALISIS DIGITAL DE IMAGEN

3.3.2.1- Area de colagenizacion de la herida
Area media de colagenizacidn de la zona de la herida obtenida con el anlisis

digital de imagen como anteriormente se explica.

3.3.2.2- Area de colagenizacion del tejido sano
Area media de colagenizacidn de la zona del tejido sano obtenida con el anlisis

digital de imagen como anteriormente se explica.

4.- ANALISIS ESTADISTICO

Se hizo analisis descriptivo mediante frecuencias absolutas y porcentajes para
variables cualitativas, como por ejemplo grado de colagenizacién en el borde de
la herida. Para las variables cuantitativas se emplearon medias y desviacion
tipica. Para la representaciéon grafica de las variables cualitativas se realizaron
diagramas de barras simples o agrupados, y para las cuantitativas analisis de
histogramas y valoracién visual de curva normal, asi como box-plott. En analisis
bivariante se empleé el test de chi’> mediante correccién de Yates, o bien test
exacto de Fischer para tabla de 2x2, obteniéndose en este caso las
correspondientes odds ratios con su intervalo de confianza. Para el analisis
comparativo y la asociacion entre variables cuantitativas y cualitativas se
emplearon los test de U de Mann Whitney o Kruskal Wallis, dependiendo de la
categorizaciéon de la variable cualitativa. Cuando fue posible ajuste de la
normalidad, comprobandose mediante el test de Kolmogorov-Smirnnof, se
utilizaron tests paramétricos (t-Student y analisis de la varianza). Para el
analisis de asociacién bivariante entre cuantitativas continuas se aplicd matriz
de los coeficientes de correlacion de Spearman, detallandose aquellos que
fueran estadisticamente significativas y no redundantes en cuanto a

informacion de la variable. Finalmente se construyd el modelo predictivo



multivariante mediante regresion lineal multiple empleando el método de
introduccién forzada y posterior depuracién mediante paso a paso. Para ello, en
las variables cualitativas predictoras, se considerd la primera categoria como de
referencia. Para todo ello se empled el paquete estadistico SPSS-12 para

Windows trabajando con un nivel de confianza de 0,05.



RESULTADOS



1.- PERDIDA DE ANIMALES A LO LARGO DEL EXPERIMENTO

De los 80 ratones incluidos en el estudio, cuatro fallecieron antes de su dia de
sacrificio por causas desconocidas. Dos de los ratones pertenecian al grupo de
tratamiento y los otros dos al grupo control. De los tratados, uno murié el dia
uno del ensayo (raton n° 61) y el otro el dia ocho (ratédn n° 39), mientras que
los controles fallecidos lo hicieron en los dias cuatro (ratén n° 20) y seis (raton
n® 46) respectivamente. No se produjeron muertes durante el acto

perioperatorio.

2.- ESTUDIO BIVARIANTE

2.1- ANALISIS MACROSCOPICO

2.1.1- EVOLUCION DEL AREA DE LA HERIDA A LO LARGO DEL
EXPERIMENTO

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en el area media
absoluta de los ratones tratados con respecto a los no tratados en el dia cero
(t-Student; p=0,479) (tabla 1).

Tabla 1. Comparacién del area media absoluta de la herida de los ratones tratados y no
tratados en el dia cero (t-Student; p=0,479)

Numero de Desviacion Significacién
Variable Tratamiento casos Media (m?) | tipica estadistica
Area absoluta no tratados
, 40 ,005400 ,0013009
DIAO p=0,479

tratados 40 ,005575 ,0008539




Las siguientes imagenes muestran la evolucion macroscopica de la herida de

uno de los ratones en cada uno de los dias sefialados del experimento.

Dia cero Dia dos

Dia siete Dia quince

Dia veinte

Imagenes R1.- Fotos realizadas a la herida del raton 16 en los dias cero, dos, siete, quince y
veinte del experimento para el posterior analisis macroscopico. Todas las fotos estan realizadas
a la misma distancia y con el mismo zoom para poder calcular el area de la herida con el
programa AutoCAD2005® y compararlas después.



Se encontraron diferencias estadisticamente significativas en el porcentaje
medio del area de la herida de los ratones tratados con respecto a los no
tratados en el dia dos (t-Student; p=0,017), con un mayor porcentaje del area
para los ratones tratados. No se encontraron diferencias estadisticamente

significativas en el resto de los dias (tabla 2; grafica 1; imagenes R2).

Tabla 2. Comparacion del porcentaje medio del &rea de la herida de los ratones tratados y no
tratados a lo largo del experimento (t-Student)

Numero de Desviacion Significacién

Variable Tratamiento €asos Media tipica estadistica
Porcentaje del | no tratados
area de la herida 40 100,00 ,000
DiA 0

tratados 40 100,00 1000
Porcentaje del | no tratados
area de la herida 40 108,924 16,719 p=0,017
DiA 2

tratados 39 119,661 22,042
Porcentaje del | no tratados
area de la herida 28 88,915 28,449 p=0,886
DiA 7

tratados 30 90,214 38,784
Porcentaje del | no tratados
area de la herida 19 27,769 24,932 p=0,112
DIA 15

tratados 19 17,718 9,060
Porcentaje del | no tratados
area de la herida 9 18,127 6,875 p=0,605
DiA 20

tratados 9 19,896 7,350




Grafica 1.- Comparacion del porcentaje del area de la herida de los ratones tratados con
respecto a los no tratados en los dias sefialados. Se encontraron diferencias estadisticamente
significativas solo en el dia dos (t-Student; p=0,017)

p= 0,017
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Area herida ratén control dia dos Area herida ratén tratado dia dos

Imagenes R2.- Fotos digitales que muestran el drea de la herida de un ratén tratado y uno no
tratado en el dia dos.



2.1.2- SUPERFICIE DE LA HERIDA REDUCIDA A LO LARGO DEL
EXPERIMENTO

La evolucién de la herida también la podemos medir como area de superficie
reducida a lo largo de los dias. Asi, si consideramos que en el dia cero todas las
heridas tiene un porcentaje del area del 100% vy teniendo los datos de los
porcentajes de las areas de las heridas en el resto de los dias, podemos calcular
la diferencia del porcentaje del area de las heridas en cada uno de los dias
sefalados y obtener el grado de curacion de la herida expresado como
porcentaje. Tendremos un valor negativo en caso de que el tamano de la

herida haya aumentado, o positivo en el caso de que la herida haya disminuido.

Se encontraron diferencias significativas en la comparacion de la superficie de
la herida reducida de los ratones tratados con respecto a los no tratados en el
dia dos (t-Student; p=0,017), observandose una menor reduccién de la herida
en los ratones tratados con respecto a los no tratados. No se encontraron
diferencias estadisticamente significativas en el resto de los dias aunque a los
quince dias la diferencia es casi significativa para igualarse la superficie al final
del experimento sin presentar diferencias entre ambos grupos (tabla 3; grafica
2).



Tabla 3. Comparacion de la superficie de la herida reducida con respecto al dia cero en los
ratones tratados y no tratados a lo largo del experimento (t-Student)

Numero de Desviacion Significaion

Variable Tratamiento casos Media (%) | tipica estadistica
Superficie de la | no tratados
herida reducida en 40 -8,906 16,734 p=0,017
el DIA 2

tratados 39 -19,661 22,042
Superficie de la | no tratados
herida reducida en 28 11,084 28,449 p=0,886
el DIA 7

tratados 30 9,786 38,786
Superficie de la | no tratados
herida reducida en 19 72,230 24,932 p=0,112
el DIA 15

tratados 19 82,281 9,060
Superficie de la | no tratados
herida reducida en 9 81,872 6,875 p=0,605
el DIiA 20

tratados 9 80,103 7,350




Grafica 2.- Comparacion del grado de curacion de la herida de los ratones tratados con respecto
a los no tratados en los dias sefialados. Se encontraron diferencias estadisticamente
significativas solamente en el dia dos (t-Student;
p=0,017).
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2.2- ANALISIS MICROSCOPICO

2.2.1.- LONGITUD DE LA HERIDA

Se encontraron diferencias estadisticamente significativas en la comparacion de
la longitud media de la herida de los ratones tratados con respecto a los no
tratados en el dia siete (U Mann-Whitney; p=0,007), con una mayor longitud
media de la herida en los ratones tratados. No se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en el resto de los dias aunque en el dia 20 del
experimento las diferencias tienden a la significacion estadistica (tabla 4;

grafica 3; imagenes R3).

Tabla 4. Comparacion de la longitud media de la herida en los ratones tratados y no tratados en

su dia de sacrificio (U Mann-Whitney)

Numero de | Media Desviacion Significacién
Variable Tratamiento casos (mm) tipica estadistica
Longitud de la | no tratados p=0,809
10 4,827 ,547
herida DIA 2
tratados 8 4,881 ,335
Longitud de la | no tratados
, 9 3,469 1,186 p=0,007
herida DIA 7
tratados 10 4,883 ,367
Longitud de la | no tratados
, 10 3,135 ,917 p=0,820
herida DIA 15
tratados 9 3,037 ,929
Longitud de la | no tratados
, 8 2,894 ,732 p=0,119
herida DIA 20
tratados 7 2,288 ,665




Grafica 3.- Comparacion de la longitud media de la herida de los ratones tratados con respecto

a los no tratados en
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los dias sefialados. Se encontraron diferencias estadisticamente
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Imagenes R3.- Imagenes digitales obtenidas de cortes de las heridas de un raton del grupo
control y otro del grupo tratado en el dia siete, tefidos con hematoxilina-eosina y visualizados
al microscopio dptico con aumento x2. En ellas se muestra la distancia entre los labios de la
herida (linea amarilla pintada sobre la herida). En la foto del ratdn tratado solo se ve uno de
losbordes de la herida ya que por su tamafo no cabia en la foto. Como se explico en material y
métodos, a las heridas que superaban el tamarfio de la foto se las consideré6 como de 5mm de
longitud. La foto esta escalada en su parte superior para poder medir la longitud de la herida de
labio a labio de la misma con el programa AutoCAD2005® y calcular la distancia en milimetros.



2.2.2- GRADO DE REEPITELIZACION DE LA HERIDA

Las siguientes imagenes muestran los distintos grados de reepitelizacion
observados en el experimento. Todas ellas son cortes de heridas de los ratones
en su dia de sacrificio tefidas con hematoxilina-eosina y objetivadas al
microscopio Optico con aumento x4 y x10. Para el estudio estadistico

recodificamos la variable como: 0= reepitelizacién incompleta/sin cambios; 1:

reepitelizacion completa.

Imagen R4.1: Reepitelizacién grado 0 (x4) Imagen R4.2: Reepitelizacién grado 0 (x10)

Imagen R4.3: Reepitelizacién grado 1 (x4) Imagen R4.4: Reepitelizacién grado 1 (x10)



Imagen R4.5: Reepitelizacién grado 2 (x4) Imagen R4.6: Reepitelizacién grado 2 (x10)

Imagenes R4.- cortes de las heridas tefidos con hematoxilina-eosina y visualizados al
microscopio optico con aumento x4 y x10 para comprobar la existencia o no de reepitelizacion y
el grado de la misma en caso de existir. Imagenes R4.1/R4.2: Reepitelizacion grado 0=
ausencia de reepitelizacion; Imagenes R4.3/R4.4: Reepitelizacion grado 1= reepitelizacion
incompleta; Imagenes R4.5/R4.6: Reepitelizacion grado 3= reepitelizacion completa.

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en la comparacion
del grado de reepitelizacion de la herida en los ratones tratados con respecto a
los no tratados en ninguno de los dias sefialados (tabla 5).

Tabla 5. Grado de reepitelizacion de la herida en funcion del tratamiento en el dia de sacrificio

del ratén (5.1: Ratones sacrificados en el dia 2; 5.2: Ratones sacrificados en el dia 7; 5.3:
Ratones sacrificados en el dia 15; 5.4: Ratones sacrificados en el dia 20)

5.1: Ratones sacrificados en el dia 2; (Test exacto de Fischer; p=0,474)

DiA2 Grado de reepitelizacion Total
Reepitelizacion
incompleta/sin | Reepitelizacion
cambios completa
tratamiento no tratados Numero casos 10 0 10
% de los NO
100,0% ,0% 100,0%
tratados
tratados Numero de
8 2 10
casos
% de los
80,0% 20,0% 100,0%
tratados
Total NUmero de
18 2 20
€asos
% 90,0% 10,0% 100,0%




5.2: Ratones sacrificados en el dia 7; (Test exacto de Fischer; p=1)

DiA7 Grado de reepitelizacion Total
Reepitelizacion
incompleta/sin Repitelizacién
cambios completa
tratamiento no tratados Numero casos 9 1 10
% de los NO
90,0% 10,0% 100,0%
tratados
tratados Numero de
10 0 10
casos
% de los
100,0% ,0% 100,0%
tratados
Total Numero de
19 1 20
casos
% 95,0% 5,0% 100,0%
5.3: Ratones sacrificados en el dia 15; (Test exacto de Fischer; p=1)
DiA15 Grado de reepitelizacién Total
Reepitelizacion
incompleta/sin | Repitelizacion
cambios completa
tratamiento no tratados NUmero casos 1 9 10
% de los NO
10,0% 90,0% 100,0%
tratados
tratados Numero de
1 9 10
casos
% de los
10,0% 90,0% 100,0%
tratados
Total Numero de
2 18 20
casos
% 10,0% 90,0% 100,0%




5.4: Ratones sacrificados en el dia 20

Grado de

reepitelizacion

Reepitelizacion

DiA20 completa Total
tratamiento no tratados NUmero casos 10 10
% de los NO
100,0% 100,0%
tratados
tratados NUmero de
10 10
€asos
% de los
100,0% 100,0%
tratados
Total NUmero de
20 20
€asos
% 100,0% 100,0%

Nota: No se puede realizar comparacion porque en este dia la variable grado de

reepitelizacion es una constante.

2.2.3- ESPESOR DEL EPITELIO SANO

Se encontraron diferencias estadisticamente significativas en el espesor medio
del epitelio sano de los ratones tratados con respecto a los no tratados en el dia
dos (U Mann-Whitney; p=0.038), con un mayor espesor medio del epitelio sano
en los ratones tratados. No se encontraron diferencias estadisticamente

significativas en las comparaciones en el resto de los dias (tabla 6; grafica 4;

imagenes R5).




Tabla 6. Comparacion del espesor medio del epitelio del tejido sano en los

no tratados en su dia de sacrificio (U Mann-Whitney)

ratones tratados y

Numero de | Media Desviacion Significaion
Variable Tratamiento casos (um) tipica estadistica
Espesor epitelio | no tratados
, 10 ,199 ,048 p=0,038
sano DIA 2
tratados 9 ,255 ,058
Espesor epitelio | no tratados
, 9 ,200 ,078 p=0,783
sano DIA7
tratados 10 ,190 ,079
Espesor epitelio | no tratados
, 10 ,208 ,055 p=0,300
sano DIA15
tratados 10 ,233 ,052
Espesor epitelio | no tratados
, 9 ,192 ,034 p=0,936
sano DIA20
tratados 9 ,191 ,040




Grafica 4.- Comparacion del espesor del epitelio sano de los ratones tratados con respecto a los
no tratados en los dias sefialados. Se encontraron diferencias estadisticamente significativas en
el dia dos (U Mann-Whitney; p=0,038) con un mayor espesor medio del epitelio sano en los
ratones tratados

Tratamiento
T no tratados

T sitratados
0,3000 — T

0,2500 — -

0,2000

Espesor del epitelio sano (micras)

0,1500 —

| | | I
2 7 15 20
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Espesor epitelio sano dia 2 ratén control (x20) Espesor epitelio sano dia 2 ratén tratado (x20)

Imagenes R5.- cortes de las muestras de un ratdn control y en uno tratado en el dia dos,
tefiidos con hematoxilina-eosina y visualizados al microscopio optico con aumento x20 para
medir el espesor del epitelio sano. En la parte inferior la foto esta escalada para poder medir el
espesor del epitelio desde la capa basal a la capa cdrnea con el programa AutoCAD2005® Yy
calcular la distancia en micras.



2.2.4- ESPESOR DEL EPITELIO DE LA HERIDA
Se encontraron diferencias estadisticamente significativas en el espesor medio

del epitelio de la herida de los ratones tratados con respecto a los no tratados
en el dia siete (U Mann-Whitney; p=0,029), con un espesor mayor en los
ratones tratados. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas

en el resto de los dias (tabla 7; grafica 5; imagenes R6).

Tabla 7. Comparacion del espesor medio del epitelio de la herida en los ratones tratados y no
tratados en su dia de sacrificio (U Mann-Whitney)

NUmero de | Media Desviacion Significacion
Variable Tratamiento casos (um) tipica estadistica
Espesor epitelio de | no tratados
, 9 ,537 ,146 p=0,029
la herida DIA 7
tratados 10 ,785 ,283
Espesor epitelio de | no tratados
, 10 ,479 ,235 p=0,656
la herida DIA 15
tratados 9 ,436 ,161
Espesor epitelio de | no tratados
, 8 ,309 ,167 p=0,324
la herida DIA 20
tratados 7 ,237 ,086




Grafica 5.- Comparacion del espesor del epitelio de la herida de los ratones tratados con
respecto a los no tratados en los dias sefialados. Se encontraron diferencias estadisticamente
significativas en el dia siete (U Mann-Whitney; p=0,029) con un espesor mayor en los ratones

tratados
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Imagenes R6.- cortes de las heridas de un ratdn control y uno tratado en el dia siete tefidos
con hematoxilina-eosina y visualizados al microscopio Optico con aumento x20 para medir el
espesor del epitelio de la herida. En la parte inferior la foto esta escalada para poder medir el
espesor del epitelio desde la capa basal a la capa cdrnea con el programa AutoCAD2005® Yy

calcular la distancia en micras.



2.2.5- CANTIDAD DE INFILTRADO INFLAMATORIO PRESENTE EN LA
HERIDA

Las siguientes imagenes muestran los grados de la variable cantidad de
infiltrado inflamatorio observados en el experimento. Todas ellas son cortes de
las heridas de los ratones obtenidos en su dia de sacrificio tefiidos con
hematoxilina-eosina y visualizados al microscopio éptico con aumento x10 y
x40. Para el estudio estadistico recodificamos la variable como sigue: 0=

ausencia de infiltrado inflamatorio/cantidad minima; 1= infiltrado inflamatorio

en cantidad moderada.

Imagen R7.1: Cantidad infiltrado Imagen R7.2: Cantidad infiltrado
inflamatorio=0 (x20) inflamatorio=0 (x40)

Imagen R7.3: Cantidad infiltrado Imagen R7.4: Cantidad infiltrado
inflamatorio=1 (x20) inflamatorio=1 (x40)



Imagen R7.3: Cantidad infiltrado Imagen R7.4: Cantidad infiltrado
inflamatorio=1 (x20) inflamatorio=1 (x40)

Imagenes R7.- cortes de las heridas teridos con hematoxilina-eosina y visualizados al
microscopio Optico con aumento x10 y x40 para comprobar la existencia o no de infiltrado
inflamatorio y la cuantia de este en caso de existir. Imagenes R7.1/R7.2: Cantidad de infiltrado
inflamatorio=0; Imagenes R7.3/R7.4: Cantidad de infiltrado inflamatorio=1; Imagenes
R7.5/R7.6: Cantidad de infiltrado inflamatorio=2.

Se encontré una tendencia a la significacién estadistica (Test exacto de Fischer;
p=0,087) en la comparacién de dicha variable en funcion del tratamiento en el
dia dos, siendo mayor en los ratones tratados. Como se puede apreciar en la
tabla de la odds ratio (dia dos), los ratones tratados tienen, como minimo, 1.41
veces mas infiltrado inflamatorio que los no tratados, y, como maximo, 5.02
veces mayor cantidad, con un promedio de 2.6 veces mas cantidad de infiltrado
inflamatorio. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en el

resto de los dias (tabla 8; grafica 6; imagenes R8).



Tabla 8. Cantidad de infiltrado inflamatorio de la herida en funcién del tratamiento en el dia de
sacrificio del raton (8.1: Ratones sacrificados en el dia 2; 8.2: Ratones sacrificados en el dia 7;

8.3: Ratones sacrificados en el dia 15; 8.4: Ratones sacrificados en el dia 20)

8.1: Ratones sacrificados en el dia 2; (Test exacto de Fischer; p=0,087)

tratamiento
DiA 2 no tratados | tratados Total
Infiltrado Ausencia/cantidad NUmero casos 4 0 4
Inflamatorio minima % 100,0% 0% 100,0%
Moderado NUmero casos 6 10 16
% o 0 0
37,5% 62,5% 100,0%
Total NUmero casos 10 10 20
% 0, 0, 0,
50,0% 50,0% 100,0%
Odds ratio (dia dos)
Intervalo de confianza
95%
Limite Limite
Valor Inferior Superior
Tratamiento 2,667 1,417 5,020
N de casos 20
8.2: Ratones sacrificados en el dia 7; (Test exacto de Fischer; p=1)
tratamiento
DiA 7 no tratados | tratados Total
Infiltrado Ausencia/cantidad NUmero casos 1 1 2
Inflamatorio minima % 50,0% 50,0% 100,0%
Moderado NUmero casos 9 9 18
% 0, 0, 0,
50,0% 50,0% 100,0%
Total NUmero casos 10 10 20
% 0, 0, 0,
50,0% 50,0% 100,0%




8.3: Ratones sacrificados en el dia 15; (Test exacto de Fischer; p=0,628)

tratamiento

DIA 15 no tratados | tratados Total
Infiltrado Ausencia/cantidad NUmero casos 6 8 14
Inflamatorio minima % 42,9% 57,1% 100,0%

Moderado NUmero casos 4 2 6

% 0 0 0

66,7% 33,3% 100,0%
Total NUmero casos 10 10 20

% 0, 0, 0,

50,0% 50,0% 100,0%
8.4: Ratones sacrificados en el dia 20; (Test exacto de Fischer; p=1)

tratamiento

DIA 20 no tratados | tratados Total
Infiltrado Ausencia/cantidad NUmero casos 8 9 17
Inflamatorio minima % 47,1% 52,9% 100,0%

Moderado NUmero casos 2 1 3
% 0 0 0
66,7% 33,3% 100,0%
Total NUmero casos 10 10 20
% 0, 0, 0,
50,0% 50,0% 100,0%




Grafica 6.- Comparacion del la cantidad de infiltrado inflamatorio de la herida de los ratones
tratados con respecto a los no tratados en los dias sefnalados. Se encontré tendencia a la
significacion estadistica en el dia dos (Test exacto de Fischer; p=0.087)
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Infiltrado inflamatorio dia 2 ratén control (x40) Infiltrado inflamatorio dia 2 ratdn tratado (x40)

Imagenes R8.- cortes de las heridas de un ratén control y uno tratado en el dia dos tefiidos con
hematoxilina-eosina y visualizados al microscopio dptico con aumento x40.



2.2.6- TIPO DE INFILTRADO INFLAMATORIO PREDOMINANTE EN LA
HERIDA
Las siguientes imagenes muestran los tipos de infiltrado inflamatorio, agudo o

crénico, en funcion de la predominancia de polimorfonucleares o

mononucleares respectivamente.

Imagen R9.1: Infiltrado inflamatorio Imagen R9.2: Infiltrado inflamatorio
agudo (x10) agudo (x40)

Imagen R9.3: Infiltrado inflamatorio Imagen R9.4: Infiltrado inflamatorio
croénico (x10) crénico (x40)

Imagenes R9.- Cortes de las heridas tefiidos con hematoxilina-eosina y visualizados al
microscopio Optico con aumento x10 y x40 para comprobar, el predominio del tipo de infiltrado
inflamatorio. Imagenes R9.1/R9.2: Infiltrado inflamatorio de predominio agudo; Imagenes
R9.3/R9.4: Infiltrado inflamatorio de predominio crénico.



No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en la comparacion
de esta variable entre los ratones tratados y no tratados. En los dias dos y
veinte no se pudo realizar la comparacion porque todos los ratones tenian

infiltrado inflamatorio agudo en el dia dos y crénico en el dia veinte (tabla 9).

Tabla 9. Distribucion de los ratones en funcion de la predominancia de infiltrado inflamatorio
agudo o crénico en la herida en su dia de sacrificio (9.1: Ratones sacrificados en el dia 2; 9.2:
Ratones sacrificados en el dia 7; 9.3: Ratones sacrificados en el dia 15; 9.4: Ratones
sacrificados en el dia 20)

9.1: Ratones sacrificados en el dia 2

tratamiento
DiA2 no tratados | tratados Total
Tipo infiltrado agudo NUmero casos 10 8 18
% 55,6% 44,4% 100,0%
Total NUmero casos | 10 8 18
% 55,6% 44,4% 100,0%

Nota: No se puede realizar comparacion porque en este dia la variable tipo de infiltrado inflamatorio es
una constante.

9.2: Ratones sacrificados en el dia 7; (Test exacto de Fischer; p=0,633)

tratamiento

DiA7 no tratados | tratados Total
Tipo infiltrado agudo NUmero casos 5 5 10

% 50,0% 50,0% 100,0%

cronico NUmero casos 4 2 6

% 66,7% 33,3% 100,0%
Total NUmero casos 9 7 16

% 56,3% 43,8% 100,0%

9.3: Ratones sacrificados en el dia 15; (Test exacto de Fischer; p= 1)

tratamiento

DiA 15 no tratados | tratados Total
Tipo infiltrado agudo NUmero casos 1 1 2

% 50,0% 50,0% 100,0%

crénico NUmero casos 6 2 8

% 75,0% 25,0% 100,0%
Total NUmero casos 7 3 10

% 70,0% 30,0% 100,0%




9.4: Ratones sacrificados en el dia 20

tratamiento
DIA 20 no tratados | tratados Total
Tipo infiltrado crénico NUmero casos 6 3 9
% 66,7% 33,3% 100,0%
Total NUmero casos 6 3 9
% 66,7% 33,3% 100,0%

Nota: No se puede realizar comparacién porque en este dia la variable tipo de infiltrado inflamatorio es
una constante.

2.2.7- CANTIDAD DE POLIMORFONUCLEARES, MACROFAGOS,
FIBROBLASTOS Y VASOS EN LA HERIDA

No encontramos diferencias estadisticamente significativas en la comparacion
de estas variables en funcién del tratamiento. La tablas 10, 11, 12 y 13
muestran la distribucion de los ratones en funcidn de la cantidad de
polimorfonucleares, macrdfagos, fibroblastos y vasos respectivamente,

valorados semicuantitativamente.

Tabla 10. Distribuciéon de los ratones en funcién de la cantidad de polimorfonucleares en la
herida en su dia de sacrificio (10.1: Ratones sacrificados en el dia 2; 10.2: Ratones sacrificados
en el dia 7; 10.3: Ratones sacrificados en el dia 15; 10.4: Ratones sacrificados en el dia 20).

10.1: Ratones sacrificados en el dia 2; (Test exacto de Fischer; p= 0,216)

cantidad de PMN Total
Ausencia/cantidad Cantidad
minima moderada
Tratamiento no tratados Numero de
7 3 10
casos
% 70,0% 30,0% 100,0%
tratados Ndmero de
8 0 8
casos
% 100,0% ,0% 100,0%
Total Nudmero de
15 3 18
casos
% 83,3% 16,7% 100,0%




10.2: Ratones sacrificados en el dia 7; (Test exacto de Fischer; p= 0,294)

cantidad de PMN Total
Ausencia/cantidad Cantidad
minima moderada
Tratamiento no tratados Nudmero de 8 ] 9
casos
% 88,9% 11,1% | 100,0%
tratados Numero de
5 4 9
casos
% 55,6% 44,4% | 100,0%
Total Numero de
13 5 18
casos
% 72,2% 27,8% | 100,0%
10.3: Ratones sacrificados en el dia 15; (Test exacto de Fischer; p= 1)
cantidad de PMN Total
Ausencia/cantidad Cantidad
minima moderada
Tratamiento no tratados Nudmero de 5 ] 9
casos
% 88,9% 11,1% | 100,0%
tratados Numero de
8 0 8
casos
% 100,0% ,0% | 100,0%
Total Numero de
16 1 17
casos
% 94,1% 5,9% | 100,0%




10.4: Ratones sacrificados en el dia 20

cantidad de PMN Total
Ausencia/cantidad
minima
tratamiento no tratados Nudmero de 3 3
casos
% 100,0% | 100,0%
tratados Numero de
6 6
casos
% 100,0% | 100,0%
Total Numero de
9 9
casos
% 100,0% | 100,0%

Nota: No se puede realizar comparacion porque en este dia la variable cantidad de
polimorfonucleares en la herida es una constante.

Tabla 11. Distribucion de los ratones en funcion de la cantidad de macréfagos en la herida en
su dia de sacrificio (11.1: Ratones sacrificados en el dia 2; 11.2: Ratones sacrificados en el dia
7; 11.3: Ratones sacrificados en el dia 15; 11.4: Ratones sacrificados en el dia 20).

11.1: Ratones sacrificados en el dia 2; (Test exacto de Fischer; p= 0,474)

Cantidad de macroéfagos Total
Ausencia/cantidad Cantidad
minima moderada
Tratamiento no tratados Ndmero de
10 0 10
casos
% 100,0% ,0% 100,0%
tratados Numero de
8 2 10
casos
% 80,0% 20,0% 100,0%
Total Nudmero de
18 2 20
casos
% 90,0% 10,0% 100,0%




11.2: Ratones sacrificados en el dia 7; (Test exacto de Fischer; p= 0,650)

Cantidad de macrofagos Total
Ausencia/cantidad Cantidad
minima moderada
Tratamiento no tratados Nudmero de
5 5 10
casos
% 50,0% 50,0% 100,0%
tratados Numero de
3 7 10
casos
% 30,0% 70,0% 100,0%
Total Numero de
8 12 20
casos
% 40,0% 60,0% 100,0%
11.3: Ratones sacrificados en el dia 15; (Test exacto de Fischer; p= 0,370)
Cantidad de macrofagos Total
Ausencia/cantidad Cantidad
minima moderada
Tratamiento no tratados Numero de
3 7 10
casos
% 30,0% 70,0% 100,0%
tratados Numero de
6 4 10
casos
% 60,0% 40,0% 100,0%
Total Nudmero de
9 11 20
casos
% 45,0% 55,0% 100,0%




11.4: Ratones sacrificados en el dia 20; (Test exacto de Fischer; p= 0,628)

Cantidad de macrofagos Total
Ausencia/cantidad Cantidad
minima moderada
Tratamiento no tratados Nudmero de
6 4 10
casos
% 60,0% 40,0% 100,0%
tratados Numero de
8 2 10
casos
% 80,0% 20,0% 100,0%
Total Numero de
14 6 20
casos
% 70,0% 30,0% 100,0%

Tabla 12. Distribucion de los ratones en funcion de la cantidad de fibroblastos en la herida en
su dia de sacrificio (12.1: Ratones sacrificados en el dia 2; 12.2: Ratones sacrificados en el dia
7; 12.3: Ratones sacrificados en el dia 15; 12.4: Ratones sacrificados en el dia 20).

12.1: Ratones sacrificados en el dia 2; (Test exacto de Fischer; p= 0,211)

Cantidad de fibroblastos Total
Ausencia/cantidad Cantidad
minima moderada
Tratamiento no tratados Numero de
0 10 10
casos
% ,0% 100,0% 100,0%
tratados Numero de
3 7 10
casos
% 30,0% 70,0% 100,0%
Total Nudmero de
3 17 20
casos
% 15,0% 85,0% 100,0%




12.2: Ratones sacrificados en el dia 7; (Test exacto de Fischer; p= 0,656)

Cantidad de fibroblastos Total
Ausencia/cantidad Cantidad
minima moderada
Tratamiento no tratados Numero de
4 6 10
casos
% 40,0% 60,0% 100,0%
tratados Numero de
6 4 10
casos
% 60,0% 40,0% 100,0%
Total Ndmero de
10 10 20
casos
% 50,0% 50,0% 100,0%
12.3: Ratones sacrificados en el dia 15; (Test exacto de Fischer; p= 0,211)
Cantidad de fibroblastos Total
Ausencia/cantidad Cantidad
minima moderada
Tratamiento no tratados Nudmero de
10 0 10
casos
% 100,0% ,0% 100,0%
tratados Ndmero de
7 3 10
casos
% 70,0% 30,0% 100,0%
Total Numero de
17 3 20
casos
% 85,0% 15,0% 100,0%




12.4: Ratones sacrificados en el dia 20; (Test exacto de Fischer; p= 1)

Cantidad de fibroblastos Total
Ausencia/cantidad Cantidad
minima moderada
tratamiento no tratados Numero de
8 2 10
casos
% 80,0% 20,0% 100,0%
tratados Numero de
8 2 10
casos
% 80,0% 20,0% 100,0%
Total Ndmero de
16 4 20
casos
% 80,0% 20,0% 100,0%

Tabla 13. Distribucion de los ratones en funcion de la cantidad de vasos en la herida en su dia
de sacrificio (13.1: Ratones sacrificados en el dia 2; 13.2: Ratones sacrificados en el dia 7;

13.3: Ratones sacrificados en el dia 15; 13.4: Ratones sacrificados en el dia 20).

13.1: Ratones sacrificados en el dia 2

Cantidad de
vasos
Cantidad
moderada Total
Tratamiento no tratados Ndmero de
10 10
casos
% 100,0% 100,0%
tratados Numero de
10 10
casos
% 100,0% 100,0%
Total Numero de
20 20
casos
% 100,0% 100,0%

Nota: No se puede realizar comparacion porque en este dia la variable cantidad de vasos
en la herida es una constante.




13.2: Ratones sacrificados en el dia 7; (Test exacto de Fischer; p= 1)

Cantidad de vasos Total
Ausencia/cantidad Cantidad
minima moderada
Tratamiento no tratados Numero de
6 4 10
casos
% 60,0% 40,0% 100,0%
tratados Numero de
7 3 10
casos
% 70,0% 30,0% 100,0%
Total Ndmero de
13 7 20
casos
% 65,0% 35,0% 100,0%
13.3: Ratones sacrificados en el dia 15; (Test exacto de Fischer; p= 0,582)
Cantidad de vasos Total
Ausencia/cantidad Cantidad
minima moderada
Tratamiento no tratados Ndmero de 9 ] 10
casos
% 90,0% 10,0% 100,0%
tratados Numero de
7 3 10
casos
% 70,0% 30,0% 100,0%
Total Numero de
16 4 20
casos
% 80,0% 20,0% 100,0%




13.4: Ratones sacrificados en el dia 20; (Test exacto de Fischer; p= 1)

Cantidad de vasos Total
Ausencia/cantidad Cantidad
minima moderada
Tratamiento no tratados Numero de
8 2 10
casos
% 80,0% 20,0% 100,0%
tratados Numero de
7 3 10
casos
% 70,0% 30,0% 100,0%
Total Numero de
15 5 20
casos
% 75,0% 25,0% 100,0%

2.2.8- FRECUENCIA DE AFECTACION MUSCULAR POR EL INFILTRADO
INFLAMATORIO DE LA HERIDA
Definimos afectacion muscular por el infiltrado inflamatorio como presencia de

polimorfonucleares entre las fibras musculares presentes debajo de la herida.

Afectacion muscular (x10) Afectacién muscular (x40)

Imagenes R10: Imagenes de la herida del ratdon nimero 24 (tratado) en el dia dos del
experimento, tenidas con hematoxilina-eosina y visualizadas al microscopio 6ptico con aumento
10x y 40x. En ellas se puede observar la afectacion del musculo por el infiltrado inflamatorio de
la herida (polimorfonucleares).



Las siguientes imagenes muestran los grados de la variable frecuencia de
afectacion muscular por el infiltrado inflamatorio. Todas ellas son cortes de las
heridas de los ratones obtenidos en su dia de sacrificio tefiidos con
hematoxilina-eosina y objetivados al microscopio optico con aumento x2 y x20.
Para el estudio estadistico recodificamos la variable como: 0= ausencia de
infiltrado inflamatorio entre las fibras musculares; 1= presencia de infiltrado

inflamatorio entre las fibras musculares.

Imagen R11.1: Afectacién muscular Imagen R11.2: Afectacién muscular

por infiltrado inflamatorio=0 (x2) por infiltrado inflamatorio=0 (x20)

Imagen R11.3: Afectacién muscular Imagen R11.4: Afectacién muscular

por infiltrado inflamatorio=1 (x2) por infiltrado inflamatorio=1 (x20)



Imagen R11.5: Afectacién muscular Imagen R11.6: Afectacién muscular

por infiltrado inflamatorio=2 (x2) por infiltrado inflamatorio=2 (x20)

Imagenes R11: cortes de las heridas teflidos con hematoxilina-eosina y visualizados al
microscopio Optico con aumento x2 y x20 para comprobar si existe afectacion del misculo por
el infiltrado inflamatorio, y en caso de existir, cuantificarlo. Imagenes R11.1/R11.2: Afectacion
muscular=0: no existe afectacién del musculo por el infiltrado inflamatorio; Imagenes
R11.3/R11.4: Afectacion muscular=1 minima afectacion muscular por el infiltrado inflamatorio;
Imagenes R11.5/R11.6: Afectacidn muscular=2 moderada afectacion muscular por el infiltrado
inflamatorio.

Se encontraron diferencias estadisticamente significativas en la frecuencia de
afectacion muscular por el infiltrado inflamatorio en los ratones tratados con
respecto a los no tratados en el dia siete (Test exacto de Fischer; p=0,005),
siendo mayor para los ratones tratados. Como se puede apreciar en la tabla de
la odds ratio (dia siete), los ratones tratados tienen, como minimo, una
frecuencia de afectacion muscular por el infiltrado inflamatorio 2.72 veces
superior a los no tratados, y, como maximo, una frecuencia 476.27 veces
superior, con un promedio de una frecuencia 36 veces mayor de afectacion
muscular. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en el
resto de los dias. No se realizaron las comparaciones en los dias dos y veinte

por existir igualdad en la distribucion de los grupos (tabla 14; grafica 7).



Tabla 14. Distribucion de los ratones en funcion de la afectacion muscular por el infiltrado
inflamatorio de la herida en su dia de sacrificio (14.1: Ratones sacrificados en el dia 2; 14.2:
Ratones sacrificados en el dia 7; 14.3: Ratones sacrificados en el dia 15; 14.4: Ratones
sacrificados en el dia 20)

14.1: Ratones sacrificados en el dia 2 (Test exacto de Fischer; p=1)

tratamiento
DiA 2 no tratados | tratados Total

Afectacion Ausencia NUmero casos 2 2 4
muscular por el % 50,0% 50,0% 100,0%
infiltrado
. . Presencia NUmero casos 8 8 16
inflamatorio

% 50,0% 50,0% 100,0%
Total NUmero casos 10 10 20

% 0, 0, 0,

50,0% 50,0% 100,0%

14.2: Ratones sacrificados en el dia 7; (Test exacto de Fischer; p=0,005)

tratamiento
DiA 7 no tratados | tratados Total

Afectacion Ausencia NUmero casos 8 1 9
muscular por el % 88,9% 11,1% 100,0%
infiltrado
. . Presencia NUmero casos 2 9 11
inflamatorio

% 18,2% 81,8% 100,0%
Total NUmero casos 10 10 20

% o o 0

50,0% 50,0% 100,0%

Odds ratio (dia siete)

Intervalo de confianza

95%
Limite Limite
Valor inferior superior
Tratamiento
36,000 2,721 476,276
N de casos 20




14.3 Ratones sacrificados en el dia 15 (Test exacto de Fischer; p=0,474)

tratamiento

DiA 15 no tratados | tratados Total
Afectacion Ausencia NUmero casos 8 10 18
muscular - por el % 44,4% 55,6% 100,0%
infiltrado
. . Presencia NUmero casos 2 0 2
inflamatorio

% 100,0% 0% 100,0%
Total NUmero casos 10 10 20
% o 0 0
50,0% 50,0% 100,0%
14.4: Ratones sacrificados en el dia 20 (Test exacto de Fischer; p=1)
tratamiento
DIiA 20 no tratados | tratados Total
Afectacion Ausencia NUmero casos 9 9 18
muscular por el % 50,0% 50,0% 100,0%
infiltrado
. . Presencia NUmero casos 1 1 2
inflamatorio
% 50,0% 50,0% 100,0%
Total NUmero casos 10 10 20
% o 0 0
50,0% 50,0% 100,0%




Grafica 7.- Comparacion del grado de afectacidn muscular por el infiltrado inflamatorio de los
ratones tratados con respecto a los no tratados en los dias sefialados. Se encontraron
diferencias estadisticamente significativas en el dia siete (Test exacto de Fischer; p= 0,005).
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2.2.9- CANTIDAD DE TEJIDO DE GRANULACION PRESENTE EN LA
HERIDA

Definimos presencia de tejido de granulacion como la existencia de vasos y
fibroblastos en el area de la herida.

-

Tejido de granulacion ()5 ' Tejido de granulacion (10x)

Imagenes R12: Imagenes del tejido de granulacion formado en la herida del ratéon nimero 6
(control) en el dia siete del experimento, tefiidas con Tricromico de Masson y visualizadas al
microscopio dptico con aumento 4x y 10x. En ellas se pueden observar los capilares formados
(tefiidos de rojo), y los fibroblastos migrando a la zona de la herida (tefiidos de verde).

Las siguientes imagenes muestran los grados de la variable cantidad de tejido
de granulacién. Todas ellas son cortes de las heridas de los ratones obtenidos
en su dia de sacrificio tefidos con hematoxilina-eosina y objetivados al
microscopio Optico con aumento x4 y x20. Para el estudio estadistico
recodificamos la variable como sigue: 0= ausencia de tejido de

granulacién/cantidad minima; 1= tejido de granulaciéon en cantidad moderada.



Imagen R11.2: Tejido granulacion=0 (x20)

Imagen R13.5: Tejido granulacion=2 (x4) Imagen R13.6: Tejido granulacién=2 (x20)

Imagenes R13.- cortes de las heridas tefiidos con hematoxilina-eosina y visualizados al
microscopio optico con aumento x4 y x20 para comprobar la existencia o no de tejido de
granulacion y la cuantia de este en caso de existir. Imagenes R13.1/R13.2: Tejido de
granulacion=0; Imagenes R13.3/R13.4: Tejido de granulacion=1; Imagenes R13.5/R13.6:
Tejido de granulacion=2.



No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en la comparacion

de esta variable en funcion del tratamiento (tabla 15).

Tabla 15. Distribucion de los ratones en funcion de la cantidad de tejido de granulacion
presente en la herida en su dia de sacrificio (15.1: Ratones sacrificados en el dia 2; 15.2:
Ratones sacrificados en el dia 7; 15.3: Ratones sacrificados en el dia 15; 15.4: Ratones
sacrificados en el dia 20)

15.1: Ratones sacrificados en el dia 2 (Test exacto de Fischer; p=0,474)

DiA 2 Tejido de granulacion Total
Ausencia/cantidad Cantidad
minima moderada
tratamiento no tratados NUmero casos | 10 0 10
% 100,0% ,0% 100,0%
tratados NUmero casos | 8 2 10
% 80,0% 20,0% 100,0%
Total NUmero casos | 18 2 20
% 90,0% 10,0% 100,0%

15.2: Ratones sacrificados en el dia 7; (Test exacto de Fischer; p=1)

DiA 7 Tejido de granulacion Total
Ausencia/cantidad Cantidad
minima moderada
tratamiento no tratados NUmero casos | 0 10 10
% ,0% 100,0% 100,0%
tratados NUmero casos | 1 9 10
% 10,0% 90,0% 100,0%
Total NUmero casos | 1 19 20
% 5,0% 95,0% 100,0%




15.3 Ratones sacrificados en el dia 15; (Test exacto de Fischer; p=0,650)

DIA 15 Tejido de granulacion Total
Ausencia/cantidad Cantidad
minima moderada
tratamiento no tratados NUmero casos | 5 5 10
% 50,0% 50,0% 100,0%
tratados NUmero casos | 7 3 10
% 70,0% 30,0% 100,0%
Total NUmero casos | 12 8 20
% 60,0% 40,0% 100,0%

15.4: Ratones sacrificados en el dia 20 (Test exacto de Fischer; p=0,582)

DiA 20 Tejido de granulacion Total
Ausencia/cantidad Cantidad
minima Moderada
tratamiento no tratados NUmero casos | 7 3 10
% 70,0% 30,0% 100,0%
tratados NUmero casos | 9 1 10
% 90,0% 10,0% 100,0%
Total NUmero casos | 16 4 20
% 80,0% 20,0% 100,0%

2.3- ANALISIS DIGITAL DE IMAGEN

El proceso del analisis digital de imagen y la definicion de sus variables se ha
explicado con anterioridad en el apartado de procedimiento y definicion de
variables de analisis digital de imagen en la parte de material y métodos.

Este tipo de analisis, al igual que el microscopico, sélo puede dar datos de cada
ratdén en un dia determinado porque para realizar el andlisis digital partimos de
una muestra de microscopia Optica que se obtiene en el dia de sacrificio del

ratdn (estudio transversal).



2.3.1- AREA DE COLAGENIZACION DE LA HERIDA

El drea ocupada por le tejido conectivo fue incrementandose con el tiempo en
ambos grupos experimentales fundamentalmente a partir del decimoquinto dia.
Se encontraron diferencias estadisticamente significativas en la comparacion de
las areas medias de fibrosis de las heridas de los ratones tratados con respecto
a los no tratados en el dia veinte (U Mann-Whitney; p=0,026), siendo mayor
para los ratones tratados. No se encontraron diferencias estadisticamente

significativas en el resto de las comparaciones (tabla 17; grafica 9).

Tabla 17. Area media decolagenizacion de la herida en los ratones tratados y no tratados en su
dia de sacrificio (U Mann-Whitney)

Numero Desviacion Significacién
Variable Tratamiento de casos | Media (um?) | tipica estadistica
Area media de | no tratados
colagenizacién P=0,677
10 14800,093 13140,670
herida
DiA 2
tratados 8 19953,851 35781,662
Area media de | no tratados
colagenizacion p=0,519
9 19421,001 16334,283
herida
DiA 7
tratados 10 14284,945 17520,444
Area media de | no tratados
colagenizacién p=0,904
10 74684,764 27176,815
herida
DiA 15
tratados 10 73308,264 22797,590
Area media de | no tratados
colagenizacién p=0,026
8 79305,882 19798,227
herida
Dia 20
tratados 9 109029,066 | 28489,957




Grafica 9.- Comparacién del area de colagenizacién de la herida de los ratones tratados con
respecto a los no tratados en los dias senalados. Se encontraron diferencias estadisticamente

significativas en el dia veinte (U Mann-Whitney; p=0,026)
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2.3.2- AREA DE COLAGENIZACION DEL TEJIDO SANO

Tratamiento
W no tratados
[ si tratados

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en la comparacion

de las areas medias de colagenizacidén en zonas sanas de los ratones tratados

con respecto a los no tratados (tabla 19).

Se puede observar que es semejante y homogénea en todos los ratones y fue

tomada como referencia para el estudio del grado de colagenizacion de las

heridas. Estas s6lo alcanzan el mismo grado de colagenizacion que la zona sana

tras 20 dias e incluso superan la media, como en el caso de los ratones tratados

(tabla 17).



Tabla 19. Area media de colagenizacion del tejido sano en los ratones tratados y no tratados en
su dia de sacrificio (U Mann-Whitney)

Numero de Desviacion Significacion
Variable Tratamiento casos Media (um?) | tipica estadistica
Area media de | no tratados
colagenizacién

10 97172,312 24238,209
Zona sana p=0,660
DiA 2

tratados 9 91867,911 27347,221

Area media de | no tratados
colagenizacién 9 95079,708 | 24474,070 p=0,641

zona sana DIA 7

tratados 10 89961,900 | 22473,948

Area media de | no tratados
colagenizacion 10 96400,846 17107,283 p=0,413
zona sana DIA 15

tratados 10 160022,648 | 239357,175

Area media de | no tratados
colagenizacioén 9 97731,473 20622,760 p=0,993

zona sana DIA 20

tratados 9 97620,928 | 28195,246




2.4 - RESUMEN DE RESULTADOS DEL ANALISIS BIVARIANTE

La siguiente tabla (tabla 20) refleja las variables cuantitativas en las que se
encontraron diferencias estadisticamente significativas en la comparacion de los
ratones tratados con etanercept con respecto al grupo control, asi como el nivel
de significacion de dicha diferencia.

Como resumen de los datos estadisticamente significativos podemos decir que
los ratones tratados con etanercept tienen, en el dia dos, una menor reduccion
de la superficie de la herida, un mayor espesor del epitelio sano y una mayor
cantidad de infiltrado inflamatorio con respecto a los no tratados. En el dia
siete, los ratones tratados tienen una mayor longitud de la herida con un mayor
espesor de su epitelio y una infiltracion muscular mas frecuente que en los
ratones no tratados. Y en el dia veinte, el andlisis digital muestra una mayor
colagenizacion de las heridas de los tratados con respecto a los no tratados.

En las variables cualitativas se encontraron diferencias estadisticamente
significativas en la frecuencia de infiltrado inflamatorio entre las fibras

musculares presentes debajo de la herida en el dia siete (p=0,005).



Tabla 20. Resumen de las variables cuantitativas en las que se encontraron diferencias

estadisticamente significativas y grado de significacion de la misma.

Numero de Desviacion Significacion
Variable Tratamiento casos Media tipica estadistica
% area de la | no tratados
herida DIA 2 %0 108,924 16,719 p=0,017
tratados 39 119,661 | 22,042
Superficie de | no tratados
herida reducida en 40 -8,906 16,734 p=0,017
el DIA 2
tratados
39 -19,661 22,042
Longitud  herida | no tratados
DiA 7 9 3,469 1,186 p=0,007
tratados 10 4,883 ,367
Espesor  epitelio | no tratados
sano DIA 2 10 ,199 ,048 p=0,038
tratados 9 ,255 ,058
Espesor  epitelio | no tratados
herida DIA 7 o ,537 ,146 p=0,029
tratados 10 ,785 ,283
Grado de
colagenizacién de
la herida no tratados 8 79305882 | 19798,227 p=0,026
Dia 20
tratados 9 109029,066 | 28489,957




3.- ESTUDIO MULTIVARIANTE

3.1- VARIABLE RESULTADO: LONGITUD DE LA HERIDA

Tablas correspondientes a los distintos modelos de regresion multivariante
siendo la variable resultado la longitud de la herida, quedando en el modelo
todas las variables predictoras, independientemente de su significacidn

estadistica. Cada modelo corresponde a un dia de sacrificio.

Tabla 1: Andlisis de regresién multivariante en el dia 2 con variable resultado la longitud de la
herida y variables predictoras el tratamiento, cantidad de infiltrado inflamatorio, tipo de
infiltrado inflamatorio, porcentaje de la herida en el dia 2, cantidad de tejido de granulacion y
espesor del epitelio de la herida

Coeficientes no | Coeficientes
estandarizados estandarizados
Error
Modelo B estandar | Beta t Sig.

Constante 4,434 ,648 6,840 ,000
Tratamiento -, 119 ,251 -,134 -,475 ,642
Infltrado
Inflamatorio ,429 ,300 ,405 1,427 ,175
Porcentaje del
area herida dia | ,001 ,005 ,055 ,220 ,829
2

Variable dependiente: longitud de la herida (mm); Tratamiento (0=no; 1=si); Infiltrado inflamatorio
(O=ausencia/minimo; 1=moderado/abundante); Porcentaje del area de la herida: expresada como
porcentaje con respecto a su valor en el dia cero; B= coeficiente de regresion

Se incluyeron en el modelo predictivo las variables tipo de infiltrado inflamatorio
(0O=agudo; 1=crdnico), cantidad de tejido de granulacién (0=ausencia/cantidad
minima; 1= cantidad moderada/abundante) y espesor del epitelio de la herida
(micras), pero fueron excluidas del analisis al no existir (valor cero) en el dia 2

para estas variables.

Obsérvese la ausencia de significacion estadistica de las variables predictoras.



Tabla 2: Analisis de regresion multivariante en el dia 7 con variable resultado la longitud de la
herida y variables predictoras el tratamiento, cantidad de infiltrado inflamatorio, tipo de
infiltrado inflamatorio, porcentaje de la herida en el dia 7, cantidad de tejido de granulacion y
espesor del epitelio de la herida

Coeficientes no | Coeficientes
estandarizados estandarizados
Error
Modelo B estandar Beta t Sig.
Constante ,893 ,733 1,218 ,254
Tratamiento ,495 ,397 ,221 1,249 ,243
Infltrado
1,232 ,446 ,367 2,761 ,022
Inflamatorio
Tipo infiltrado 1,142 ,279 ,497 4,093 ,003
Tejido de
, -,289 ,492 -,063 -,588 ,571
granulacion
Espesor epitelio
-,367 ,813 -,077 -,451 ,662
herida
Porcentaje del
area herida dia | ,022 ,004 ,768 5,356 ,000
7

Variable dependiente: longitud de la herida (mm); Tratamiento (0=no; 1=si); Infiltrado inflamatorio
(0O=ausencia/minimo; 1=moderado/abundante); Tipo de infiltrado inflamatorio (0=agudo; 1=crdnico);
Tejido de granulacion (0= ausencia/cantidad minima; 1= cantidad moderada/abundante); Espesor del
epitelio de la herida (micras); Porcentaje del area de la herida: expresada como porcentaje con respecto a
su valor en el dia cero; B= coeficiente de regresion

Como puede apreciarse, la presencia de infiltrado inflamatorio en grado
moderado hace que la longitud de la herida sea, por término medio, 1,3 mm
mayor que Si no existiese ese cantidad de infiltrado. Algo parecido ocurre con el
infiltrado inflamatorio cronico en relacién con este mismo de caracter agudo. El
porcentaje de la herida es este dia estd relacionado con la longitud de la

misma.



Tabla 3: Analisis de regresion multivariante en el dia 15 con variable resultado la longitud de la
herida y variables predictoras el tratamiento, cantidad de infiltrado inflamatorio, tipo de
infiltrado inflamatorio, porcentaje de la herida en el dia 15, cantidad de tejido de granulacion y
espesor del epitelio de la herida

Coeficientes no | Coeficientes
estandarizados estandarizados
Error
Modelo B estandar Beta t Sig.
Constante 6,206 2,809 2,209 ,114
Tratamiento -,801 ,808 -,427 -,991 ,395
Infltrado
-,096 ,853 -,056 -,113 ,917
Inflamatorio
Tipo infiltrado -1,863 1,230 -,867 -1,514 ,227
Tejido de
, -1,214 1,002 -,706 -1,212 ,312
granulacion
Espesor epitelio
-2,262 2,408 -,589 -,939 417
herida
Porcentaje del
area herida dia | ,018 ,017 ,473 1,087 ,356
15

Variable dependiente: longitud de la herida (mm); Tratamiento (0=no; 1=si); Infiltrado inflamatorio
(0O=ausencia/minimo; 1=moderado/abundante); Tipo de infiltrado inflamatorio (0=agudo; 1=cronico);
Tejido de granulacion (0= ausencia/cantidad minima; 1= cantidad moderada/abundante); Espesor del
epitelio de la herida (micras); Porcentaje del area de la herida: expresada como porcentaje con respecto a
su valor en el dia cero; B= coeficiente de regresion

No hay ninguna variable que sea predictora de la longitud de la herida de forma

estadisticamente significativa.



Tabla 4: Andlisis de regresion multivariante en el dia 20 con variable resultado la longitud de la
herida y variables predictoras el tratamiento, cantidad de infiltrado inflamatorio, tipo de
infiltrado inflamatorio, porcentaje de la herida en el dia 20, cantidad de tejido de granulacion y
espesor del epitelio de la herida

Coeficientes no | Coeficientes
estandarizados estandarizados
Error
Modelo B estandar Beta t Sig.

Constante 5,482 2,885 1,900 ,154
Tratamiento ,103 ,811 ,072 ,127 ,907
Infltrado

2,346 3,012 1,001 ,779 ,493
Inflamatorio
Existencia o no

-,880 1,059 -,409 -,831 ,467
de TG
Espesor epitelio

-3,837 6,782 -,858 -,566 ,611
herida
Porcentaje del
area herida dia | -,068 ,065 -,594 -1,035 ,377
20

Variable dependiente: longitud de la herida (mm); Tratamiento (0=no; 1=si); Infiltrado inflamatorio
(0O=ausencia/minimo; 1=moderado/abundante); Tipo de infiltrado inflamatorio (0=agudo; 1=crdnico);
Tejido de granulacion (0= ausencia/cantidad minima; 1= cantidad moderada/abundante); Espesor del
epitelio de la herida (micras); Porcentaje del area de la herida: expresada como porcentaje con respecto a
su valor en el dia cero; B= coeficiente de regresion

No hay ninguna variable que sea predictora de la longitud de la herida de forma

estadisticamente significativa.

3.2 - VARIABLE RESULTADO: COLAGENIZACION DE LA HERIDA

Tablas correspondientes a los distintos modelos de regresion lineal
multivariante siendo la variable resultado la colagenizacion de la herida medida
mediante analisis digital de imagen, quedando en el modelo todas las variables
predoctoras independientemente de su significacién estadistica. Cada modelo

corresponde a un dia de sacrificio.



Tabla 5: Andlisis de regresion multivariante en el dia 2 con variable resultado la fibrosis de la
herida y variables predictoras el tratamiento, cantidad de infiltrado inflamatorio, tipo de
infiltrado inflamatorio, porcentaje de la herida en el dia 2, cantidad de tejido de granulacion y
espesor del epitelio de la herida

Coeficientes no | Coeficientes
Modelo estadarizados estandarizados |t Sig.
Error
B estandar Beta
Constante -15918,069 32246,822 -,494 ,633
Tratamiento -18531,629 15529,008 | -,551 -1,193 ,263
Infltrado
-6872,391 16334,035 | -,136 -,421 ,684
Inflamatorio
Tipo infiltrado 14667,298 11092,558 | ,425 1,322 ,219
Tejido de
, -13940,718 18670,297 | -,202 -,747 474
granulacion
Porcentaje del
area herida dia | 671,977 275,608 1,114 2,438 ,037
2
Espesor epitelio
herid -33279,883 30933,855 | -,462 -1,076 ,310
erida

Variable dependiente: area media de fibrosis de la herida (micras?®); Tratamiento (0=no; 1=si); Infiltrado
inflamatorio (0=ausencia/minimo; 1=moderado/abundante); Tipo de infiltrado inflamatorio (0=agudo;
1=crdnico); Tejido de granulacién (0= ausencia/cantidad minima; 1= cantidad moderada/abundante);
Espesor del epitelio de la herida (micras); Porcentaje del drea de la herida: expresada como porcentaje
con respecto a su valor en el dia cero; B= coeficiente de regresion

Como puede observarse, el aumento en un 1% del porcentaje de la herida

supone un aumento en 671,97 um? su tejido conectivo.



Tabla 6: Andlisis de regresion multivariante en el dia 7 con variable resultado la fibrosis de la
herida y variables predictoras el tratamiento, cantidad de infiltrado inflamatorio, tipo de
infiltrado inflamatorio, porcentaje de la herida en el dia 7, cantidad de tejido de granulacion y
espesor del epitelio de la herida

Coeficientes no | Coeficientes
Modelo estandarizados estandarizados |t Sig.
Error
B estandar Beta
Constante 18631,734 30729,593 ,606 ,559
Tratamiento -8710,529 16621,934 | -,259 -,524 ,613
Infltrado
-9658,007 18716,845 | -,191 -,516 ,618
Inflamatorio
Tipo infiltrado 2400,571 11691,587 | ,070 ,205 ,842
Tejido de
) 660,031 20614,112 | ,010 ,032 ,975
granulacion
Espesor epitelio
-17796,123 34097,552 | -,247 -,522 ,614
herida
Porcentaje del
area herida dia | 258,054 171,282 ,603 1,507 ,166
7

Variable dependiente: area media de fibrosis de la herida (micras?®); Tratamiento (0=no; 1=si); Infiltrado
inflamatorio (0=ausencia/minimo; 1=moderado/abundante); Tipo de infiltrado inflamatorio (0=agudo;
1=crdnico); Tejido de granulacién (0= ausencia/cantidad minima; 1= cantidad moderada/abundante);
Espesor del epitelio de la herida (micras); Porcentaje del drea de la herida: expresada como porcentaje
con respecto a su valor en el dia cero; B= coeficiente de regresion

No hay ninguna variable predictora de la colagenizacién de la herida de forma

estadisticamente significativa.



Tabla 7: Analisis de regresion multivariante en el dia 15 con variable resultado la fibrosis de la
herida y variables predictoras el tratamiento, cantidad de infiltrado inflamatorio, tipo de
infiltrado inflamatorio, porcentaje de la herida en el dia 15, cantidad de tejido de granulacion y
espesor del epitelio de la herida

Coeficientes no | Coeficientes
estandarizados estandarizados
Error
Modelo B estandar Beta t Sig.
Constante 101317,45
12839,398 3 ,127 ,907
Tratamiento 1836,052 29144,802 | ,036 ,063 ,954
Infltrado
3416,137 30784,021 | ,074 ,111 ,919
Inflamatorio
Tipo infiltrado 28671,955 | 44379,672 | ,496 ,646 ,564
Tejido de
) 6993,570 36133,275 | ,151 ,194 ,859
granulacion
Espesor epitelio
62660,894 | 86846,460 | ,607 ,722 ,523
herida
Porcentaje del
area herida dia | 235,193 610,327 ,225 ,385 ,726
15

Variable dependiente: area media de fibrosis de la herida (micras?); Tratamiento (0=no; 1=si); Infiltrado
inflamatorio (0=ausencia/minimo; 1=moderado/abundante); Tipo de infiltrado inflamatorio (0=agudo;
1=crdnico); Tejido de granulacién (0= ausencia/cantidad minima; 1= cantidad moderada/abundante);
Espesor del epitelio de la herida (micras); Porcentaje del drea de la herida: expresada como porcentaje
con respecto a su valor en el dia cero; B= coeficiente de regresion

No hay ninguna variable predictora de la colagenizacién de la herida de forma

estadisticamente significativa.



Tabla 8: Analisis de regresion multivariante en el dia 20 con variable resultado la fibrosis de la
herida y variables predictoras el tratamiento, cantidad de infiltrado inflamatorio, tipo de
infiltrado inflamatorio, porcentaje de la herida en el dia 20, cantidad de tejido de granulacion y
espesor del epitelio de la herida

Coeficientes no | Coeficientes
Modelo estandarizados estandarizados |t Sig.
Error

B estandar Beta
Constante 23868,595 88788,868 ,269 ,805
Tratamiento -17243,599 24961,975 | -,355 -,691 ,539
Infltrado

-22994,964 | 92695,705 | -,315 -,248 ,820
Inflamatorio
Existencia o no

-42537,270 | 32589,350 | -,583 -1,305 ,283
de TG
Porcentaje del
area herida dia | 3510,176 2013,006 ,909 1,744 ,180
20
Espesor epitelio 208703,31

129866,565 ,857 ,622 ,578
herida 9

Variable dependiente: area media de fibrosis de la herida (micras?®); Tratamiento (0=no; 1=si); Infiltrado
inflamatorio (0=ausencia/minimo; 1=moderado/abundante); Tipo de infiltrado inflamatorio (0=agudo;
1=crdnico); Tejido de granulacién (0= ausencia/cantidad minima; 1= cantidad moderada/abundante);
Espesor del epitelio de la herida (micras); Porcentaje del drea de la herida: expresada como porcentaje
con respecto a su valor en el dia cero; B= coeficiente de regresion

No hay ninguna variable predictora de la colagenizacién de la herida de forma

estadisticamente significativa.



3.3- RESUMEN DE LOS RESULTADOS DEL ESTUDIO MULTIVARIANTE

3.3.1- VARIABLE RESULTADO: LONGITUD DE LA HERIDA

Las relaciones estadisticamente significativas encontradas entre las variables
predictoras cantidad de infiltrado inflamatorio, tipo del mismo, y porcentaje de
la herida para la variable resultado longitud de la herida se refieren Unicamente
al dia siete. No se han encontrado relaciones estadisticamente significativas en
ninguno de los otros dias.

La presencia de infiltrado inflamatorio en grado moderado en el dia siete hace
que la longitud de la herida en ese dia sea, por término medio, 1.3 mm mayor
que si no existiese ese cantidad de infiltrado. Si el infiltrado inflamatorio
presente en la herida en el dia siete es de predominio crénico la longitud de la
misma serd 1.2 mm mayor que si fuese de predominio agudo. El porcentaje de
la herida es este dia estd relacionado con la longitud de la misma en el dia
Siete.

3.3.2 - VARIABLE RESULTADO: COLAGENIZACION DE LA HERIDA

Para la variable resultado fibrosis de la herida se ha encontrado relacion
estadisticamente significativa con la variable predictora porcentaje del area de
la herida en el dia dos, de forma que, un aumento en un 1% del porcentaje de

la herida en dicho dia aumenta en 671,97 um? su tejido conectivo en el mismo.



4.- CORRELACIONES
La siguiente tabla muestra los coeficientes de correlacion y variables asociadas
por ellos segun el dia de sacrificio en los que se han encontrado diferencias

estadisticamente significativas

DIA DE COEFICIENTE SIGNIFICACION

CORRELACION | VARIABLE 1° VARIABLE 2° CORRELACION | ESTADISTICA
Area absoluta en | Area media de

DiA DOS el dia cero fibrosis de la - 0,703 0,001

herida

Grado curacion | Longitud de la

DIiA SIETE dia dos herida - 0,538 0,017
Area  absoluta | Area de fibrosis

DIA VEINTE dia cero herida -0,631 0,005
Grado de | Espesor epitelio 0,557 0,031
curacioén dia dos | de la herida

Los ratones que tenian un area absoluta en el dia cero menor tienen, en el dia
dos, un menor grado de colagenizacién de la herida (p=0,001).

Los ratones que en el dia cero tenian una menor area de la herida tienen un
menor grado de colagenizacion en el dia veinte (p=0,005), y, los que tenian un
grado de curacion mayor en el dia dos tienen un mayor espesor del epitelio de

la herida en el dia veinte (p=0,031)



5.- IMAGENES A DESTACAR
A continuacién se muestran una serie de imagenes observadas en algunos

ratones del experimento que queremos destacar por su curiosidad:

Quistes corneos (x10) Quiste corneo (x40)
Imagenes R14: Imagenes de la herida del ratéon nimero 12 (control) obtenidas en el dia quince
del experimento, tefiidas con hematoxilina-eosina y visualizadas al microscopio dptico con
aumento x10 y x40. En este raton hay que destacar que ademas de tener una reepitelizacion
completa ha formado quistes corneos, proceso extrano en este tipo de animales.

— =

Microgranuloma frente a queratina (x10) Microgranuloma frente a queratina (xO)

Imdgenes R15: Imagenes de la herida del ratéon nimero 18 (control) obtenidas en el dia 20 del
experimento, tefiidas con Tricromico de Masson y visualizadas al microscopio 6ptico con
aumento x10 y x40. En ellas se observa la formacion de un microgranuloma frente a queratina.



Absceso hipodéico (x10).

Absceso hipodémico (x)

Imagenes R16: Imagenes de la herida del ratdn nimero 25 (tratado) obtenidas en el dia 7 del
experimento, tefiidas con hematoxilina-eosina y visualizadas al microscopio 6ptico con aumento
x2 y x10. En ellas se observa la formacion de un absceso en la hipodermis con abundantes
polimorfonucleares.

Imagenes R17: Imagenes de la herida del ratén nimero 51 (control) obtenidas en el dia 7 del
experimento, tefiidas con Tricrdmico de Masson y visualizadas al microscopio dptico con
aumneto x2 y x10. En ellas se observa la formacion de un absceso perilesional, proximo a la
zona de reparacion de la herida en el que una fibra vegetal ha generado una reaccion
granulomatosa. Probablemente se trata de un pequefio trozo de papel presente en la jaula del
raton.



DISCUSION



DISCUSION GENERAL

El papel del TNF alfa en la cicatrizacion de las heridas es multiple, estando
implicado en distintos pasos del proceso asi como en cada una de sus fases. En
la fase inflamatoria, una vez realizada la hemostasia, aproximadamente en los
primeros cuatro dias tras la realizacion de la herida, el TNF alfa contribuye a la
atraccion de los neutrdfilos para la liberacion de enzimas proteoliticas y
generacion de radicales libres que esterilizaran la zona de la herida. Asimismo,
tras la apoptosis de los neutrofilos, se atraeran monocitos a la herida que una
vez transformados en macréfagos promoveran, a través del TNF alfa, la
angiogénesis, la fibroplasia y la sintesis de metaloproteinasas que destruiran la
matriz extracelular dafada. La fase proliferativa de la cicatrizacion ocurre
aproximadamente desde el cuarto dia al dia decimocuarto y la epitelizacién esta
asegurada por la influencia del TNF alfa asi como de la IL-1 en el aumento de la
expresion del gen codificador del factor de crecimiento de queratinocitos en los
fibroblastos, por lo que los queratinocitos proximos migran al lecho de la
herida, proliferan y se diferencian. A su vez, de forma indirecta, el TNF alfa
estimula la angiogénesis ya que los queratinocitos sintetizaran factor de
crecimiento del endotelio vascular (VEGF) que estimulara las células
endoteliales de las vénulas para la formacion de nuevos capilares precisos para
que siga avanzando el proceso. Por ultimo, el TNF alfa influira en la formacion
de tejido de granulacién al aumentar las integrinas que serviran de andamio en
la matriz provisional. A partir del octavo dia de la cicatrizacion y a lo largo de un
afo podemos decir que tiene lugar el depdsito de colageno en una red
organizada, es decir, que la matriz de fibrina y fibronectina formada se
reemplazara por una matriz de colageno inicial de fibras delgadas paralelas a la
piel que posteriormente serd remodelada y se depositaran fibras gruesas
paralelas a las lineas de estrés. En este Ultimo paso influye también el TNF alfa
de forma indirecta mediante el estimulo de la sintesis de metaloproteinasas
(George Broughton II MD PhD COL MC USA, Jeffrey E. Manis MD, Christopher
E. Attinger MD, 2006).

Los estudios que investigan la influencia del TNF alfa en la curacién de las

heridas son escasos. Disponemos de un total de nueve estudios desde el afo



1990, cinco de los cuales estudian la influencia de la aplicacion local del TNF
alfa mientras que los otros cuatro investigan los efectos del antagonismo
sistémico.

En el afio 1990 Mooney y colaboradores demostraron que el TNF alfa influia en
la cicatrizacion de las heridas, y que la concentracién del mismo, el horario, y
su vehiculo de administracion modulaba dicha cicatrizacion (Mooney DP,
O 'Reilly M, Gamelli RL. 1990). Los estudios animales de los que disponemos
para constatar los resultados de la aplicacién local de TNF en la cicatrizacion
nos ofrecen datos contradictorios. Asi, Fu y colaboradores en el afo 1996
encontraron beneficios para la cicatrizaciéon en la aplicacion local del TNFalfa en
modelos de ratas usando heridas incisionales (Fu X, Tian H, Hsu S, Wang D,
Sheng Z. 1996), mientras que Rapala y colaboradores, y Salomon vy
colaboradores en el afio 1991 y, posteriormente de nuevo Rapala en un
segundo estudio en 1997, mostraron que existia un descenso en la produccion
de colageno y de tejido de granulacién y una disminucion de la fuerza tensil
(Rapala K, Laato M, Niinikoski J, Kujari H, Soder O, Mauviel A, Pujol JP. 1991;
Rapala K, Peltonen ], Heino ], Kujari H, Pujol JP, Niinikoski ], Laato M. 1997;
Salomon GD, Kasid A, Cromack DT, Director E, Talbot TL, Sank A, Norton JA.
1991).

Los cuatro estudios publicados sobre la influencia de la antagonizacion
sistémica del TNF alfa concluyen que mejora la cicatrizacion de las heridas
porque aumenta la fuerza de ruptura y la organizacion y el depdsito de
colageno de la herida incisional en ratas sépticas (Maish GO III, Shumate ML,
Ehrlich HP, et al. 1998), mejora la calidad y cantidad del tejido de granulacién
en estado séptico en ratas (Cooney R, Iocono J, Maish G, Stanley Smith J,
Ehrlich P, 1997), aumenta la angiogénesis, el contenido en colageno y la
reepitelizacion de la herida en ratas deficientes del receptor p55 del TNF alfa
(Mori R, Kondo T, Ohshima T, et al. 2002), y disminuye la apoptosis de los
fibroblastos en la herida de ratas diabéticas aumentando su grado final de
fibrosis (Rongkun L, Harbinder SB, Tesfahun D, Yugal B, Dana TG. 2006).

La discusidon de nuestro trabajo vamos a dividirla en tres apartados: discusion

metodoldgica, donde comentaremos por qué hemos realizado este disefio y por



qué el material y método utilizado; discusion de los resultados obtenidos, donde
realizaremos un comentario de nuestros resultados comparandolos con las
funciones atribuidas al TNF alfa en la cicatrizacion y con los estudios publicados
en relacion con este tema; y aplicacién clinica donde explicaremos la
importancia del experimento y la posibilidad de extrapolacion a la practica

clinica diaria.



DISCUSION METODOLOGICA
1.- Discusion del modelo experimental
1.1- Animal de experimentacion

El primer estudio experimental sobre la influencia del TNF alfa en la
cicatrizacion de las heridas fue realizado en el afio 1990 por Mooney vy
colaboradores y desde entonces hasta hoy sélo se han publicado ocho estudios
mas. Seis de estos estudios emplearon ratas como animal de experimentacion,
Sprangue-Dawley en cinco de ellos (Rapala K, Laato M, Niinikoski J, Kujari H,
Soder O, Mauviel A, Pujol JP. 1991; Rapala K, Peltonen ], Heino ], Kujari H,
Pujol JP, Niinikoski J, Laato M. 1997; Maish GO III, Shumate ML, Ehrlich HP, et
al. 1998; Cooney R, Iocono J, Maish G, Stanley Smith J, Ehrlich P, 1997; Fu X,
Tian H, Hsu S, Wang D, Sheng Z. 1996) y Fischer en el otro (Salomon GD,
Kasid A, Cromack DT, Director E, Talbot TL, Sank A, Norton JA. 1991), mientras
que los restantes utilizaron distintos tipos de ratones como los B6DF1 (Mooney
DP, O Reilly M, Gamelli RL. 1990), BALB/c (Mori R, Kondo T, Ohshima T, et al.
2002), y C57BL/] (Rongkun L, Harbinder SB, Tesfahun D, Yugal B, Dana TG.
2006). En nuestro estudio hemos utilizado ratones machos de la raza SWISS-
OF1. La razon por la que se emplea este animal es porque comparten los
receptores el TNF alfa con los humanos

Sélo cuatro de los nueve estudios investigan la influencia del antagonismo
sistémico del TNF alfa en la curacién de las heridas (Maish GO III, Shumate ML,
Ehrlich HP, et al. 1998; Cooney R, Iocono J, Maish G, Stanley Smith J, Ehrlich P,
1997; Mori R, Kondo T, Ohshima T, et al. 2002; Rongkun L, Harbinder SB,
Tesfahun D, Yugal B, Dana TG. 2006), y de esos cuatro estudios, tres emplean
ratones deficitarios para la cicatrizacion con ratones sépticos en dos de ellos
(Maish GO III, Shumate ML, Ehrlich HP, et al. 1998; Cooney R, Iocono J, Maish
G, Stanley Smith J, Ehrlich P, 1997) y diabéticos en el otro (Rongkun L,
Harbinder SB, Tesfahun D, Yugal B, Dana TG. 2006), y el cuarto estudio emplea
ratones knockeados para el receptor p55 del TNF alfa (Mori R, Kondo T,
Ohshima T, et al. 2002).



Nosotros decidimos emplear ratones sanos en nuestro estudio para investigar la
influencia del TNF alfa en la curacién de las heridas “en estado puro” y no en
una situacion en la que las alteraciones de la cicatrizacion pudiesen deberse a

un exceso de TNF alfa.

1.2- Diseiio del experimento

Los cuatro estudios experimentales publicados que investigan la influencia del
antagonismo sistémico del TNF alfa en la curacion de las heridas lo hacen en la
primera semana tras la realizacidn de la herida, lo que corresponderia a la fase
inflamatoria y comienzo de la fase proliferativa. En nuestro experimento
investigamos la influencia del TNF alfa en cada una de las fases de curacién de
la herida puesto que el papel del TNF alfa no se limita al comienzo del proceso.
Utilizamos el dia dos como representante de la fase inflamatoria, el siete de la
fase proliferativa, y, el decimoquinto y vigésimo como representantes de la de
maduracion y remodelado.

Realizamos las heridas en el dorso del animal porque era una zona a la que no
tendria acceso para manipularla.

En ensayos previos intentamos tomar biopsias de la herida con punch para
poder biopsiar una misma herida en cada uno de los dias marcados del
experimento en lugar de tener muestras de heridas distintas en cada uno de los
dias pero, aunque utilizamos el punch de menor didametro, la muestra se
estropeaba, por lo que decidimos conveniente extraer la herida completa y
fijarla a una superficie consistente para su introduccién en formol y manipularla
posteriormente para realizar los corte una vez la muestra se hubiese

endurecido.

1.3- Antagonismo del TNF alfa

De los cuatro estudios mencionados, dos de ellos antagonizan el TNF alfa
mediante una proteina de unién al mismo (Maish GO III, Shumate ML, Ehrlich
HP, et al. 1998; Cooney R, Iocono ], Maish G, Stanley Smith J, Ehrlich P, 1997),
otro mediante ratones deficientes del receptor p55 del TNF alfa (Mori R, Kondo

T, Ohshima T, et al. 2002) y el dltimo administrando etanercept intraperitoneal



en el periodo perioperatorio y subcutanea en el momento de realizar la herida
(Rongkun L, Harbinder SB, Tesfahun D, Yugal B, Dana TG. 2006). Creemos que
esta pauta de administracidon no es equivalente a la utilizada en humanos.

Nosotros empleamos etanercept porque de los tres antagonistas sistémicos de
esta citoquina utilizados en la practica clinica su via de administracion
subcutanea resulta comoda para emplearlo en ratones, y disponemos de datos
farmacoldgicos para la experimentacion en animales (Pharmacokinetics and
product metabolism in animals, etanercept). Lo utilizamos con la pauta y via de
administracion empleada en humanos para que el experimento fuese lo mas

parecido a la practica clinica.

2.- Discusion de los métodos de evaluacion de curacion de la herida

Utilizamos tres métodos distintos para evaluar la curacion de la herida:
macroscopico para medir area de la herida y superficie de reduccién de la
misma; microscépico para medir longitud de la herida, espesores epiteliales,
cantidad y tipo de tejido inflamatorio, frecuencia de afectacion muscular por el
mismo y cantidad de tejido de granulacion; y digital para medir grado de

colagenizacion de la herida.

2.1- Estudio macroscopico

Sélo uno de los estudios mencionados mide cierre macroscopico de la herida
(Mori R, Kondo T, Ohshima T, et al. 2002) realizando fotografias digitales que
analizan con el programa informatico PhotoShop®. Expresan los cambios en el
area de la herida como cambios en su porcentaje con respecto al dia cero pero
sblo lo hacen en los dias uno vy tres tras la realizacion de la herida, por lo que
sblo estarian estudiando la influencia del TNF alfa en el cierre macroscopico de
la herida en la fase inflamatoria de la cicatrizacidon. Nosotros estudiamos esta
variable a lo largo de todo el proceso de cicatrizacién para estudiar la influencia
del TNF alfa en cada una de sus fases. Para el estudio macroscépico de la
herida nosotros utilizamos imagenes digitales de la herida obtenidas en cada
uno de los dias sefalados con una camara digital y procesadas con el programa

AutoCAD® 2005 de disefio grafico asistido por ordenador. No podemos



comparar la exactitud del método de medida porque no disponemos de la
explicacion metodoldgica del estudio mencionado.

Como luego veremos en la discusion de los resultados obtenidos, creemos que
nuestro estudio macroscdpico puede tener un sesgo de medicion en los dias
dos, quince y veinte del ensayo, que explicariamos porque en el dia dos, lo que
realmente estamos midiendo es la costra de la herida y no su area exacta, y en
los dias quince y veinte, la herida esta ya tan cicatrizada microscdpicamente
que la realizacion de la linea que delimite el area de la herida es un poco
grosera ya que, a diferencia de los humanos, los animales recuperan los anejos

cutaneos.

2.2- Estudio microscopico

Realizamos ademas un estudio microscopico en el que analizamos longitud de
la herida y espesores epiteliales como variables cuantitativas y cantidad y tipo
de tejido inflamatorio, frecuencia de afectacion mas profunda en planos
musculares por el mismo y cantidad de tejido de granulacidn como variables
cualitativas. Las variables cuantitativas nos permitieron emplear tests
estadisticos mas potentes que las cualitativas. Debido al escaso tamafio
muestral tuvimos que transformar las variables cualitativas en dicotdmicas para
poder emplear los tests estadisticos con muestra suficiente perdiendo potencia
en la comparacion.

Los cuatro estudios comentados realizaron examen microscopico de las heridas
pero estudiando sélo una o dos variables en cada uno de ellos y limitandose a
uno o dos dias de la primera semana del proceso de curaciéon. Estudiaron
depdsito de colageno de una forma indirecta mediante niveles de hidroxiprolina
(Maish GO III, Shumate ML, Ehrlich HP, et al. 1998; Cooney R, Iocono ], Maish
G, Stanley Smith J, Ehrlich P, 1997) y de forma directa mediante birrefringencia
con luz polarizada de una muestra tefida con rojo sirio (Maish GO III, Shumate
ML, Ehrlich HP, et al. 1998) o con analisis asistido por ordenador sobre
tinciones con tincién de Van-Gienso (Rongkun L, Harbinder SB, Tesfahun D,
Yugal B, Dana TG. 2006); cantidad de neutrdfilos cuantificando mieloperoxidasa

y grado de reepitelizacion midiendo la distancia entre los bordes de la herida



(Mori R, Kondo T, Ohshima T, et al. 2002); cantidad y calidad de tejido de
granulacion cuantificando capas y componentes del mismo en la esponja
implantada en el abdomen del animal (Cooney R, Iocono J, Maish G, Stanley
Smith J, Ehrlich P, 1997); y, apoptosis de fibroblastos mediante un kit especifico
(Rongkun L, Harbinder SB, Tesfahun D, Yugal B, Dana TG. 2006).

Nosotros estudiamos longitud de la herida y espesores epiteliales sobre una
imagen digital de un corte de la herida del raton tefiido con hemtoxilina-eosina
y procesada con el programa AutoCad 2005® para conseguir la mayor exactitud
posible en la medicién. No podemos hacer una critica minuciosa sobre el
método de medicion de estas variables por falta de datos en los articulos
publicados, pero creemos son similares a nuestro método. La diferencia
principal con nuestro estudio es que nosotros medimos mas variables en cada
animal y que lo hacemos en cuatro dias distintos a lo largo de todo el proceso.
Si queremos destacar la exactitud de nuestro método para medir colagenizacion

(andlisis digital de imagen) que comentaremos a continuacion.

2.3- Analisis digital de imagen

Utilizamos el andlisis digital de imagen por tratarse de un estudio mas preciso y
reproducible que nos permitiese detectar diferencias no detectables con los
métodos anteriores. En los estudios anatomo-patoldgicos y, en general, en
todos los campos donde el objeto del andlisis es una imagen, resulta inmediata
la aplicacién, por lo menos tedrica, de metodologias de andlisis de imagen
digital. Por este motivo, desde hace algunos afos se empezaron a generar
imagenes digitales de los tejidos y a realizar evaluaciones técnicas automaticas
de elaboracion de imagen; su aplicacion se reducia exclusivamente a
procedimientos de digitalizacion y cuantificacién de la imagen, no utilizando las
técnicas de realce vy filtrado de la misma, y realizando de forma manual todas
las operaciones de extraccién, identificacion y clasificacion de las areas de
interés en la imagen (Yasuda M, Miwa A, Kitagawa M. 1995; Marcussen N,
Nyengaard JR, Christensen S. 1994; Lane PH. 1995; Dodane V, Chevalier J,
Bariety J, Pratz J, Corman B. 1991; Remuzzi A, Mazerska M, Gephardt GN,
Novick AC, Brenner BM, Remuzzi G. 1995; Remuzzi A, Pergolizzi R, Mauer MS,



Bertani T. 1990; Remuzzi A, Puntorieri S, Alfano M, Macconi D, Abbate M,
Bertani T, Remuzzi G. 1992). Esto, ademas de enlentecer y hacer muy tediosa
la evaluacion, y de imponer su realizacion por parte de observadores expertos,
no asegura la objetividad y reproducibilidad de los resultados. En efecto, el solo
hecho de hacer cuantitativa una evaluacién no significa por si que ésta sea
mejor de un analisis semicuantitativo. La mejoria real se obtiene cuando se
realizan cuantificaciones precisas, exactamente reproducibles y lo mas objetivas
posible. A pesar de ser bien conocidos estos conceptos, en la casi totalidad de
los trabajos médicos publicados que utilizan metodologias manuales de analisis
de imagen, no se realizan evaluaciones de la variabilidad intra- o
interobservadores de las cuantificaciones presentadas, dejando suspensa su
efectiva objetividad (Dodane V, Chevalier ], Bariety ], Pratz J, Corman B. 1991;
Remuzzi A, Puntorieri S, Alfano M, Macconi D, Abbate M, Bertani T, Remuzzi G.
1992; Puglisi RN, Doolin EJ, Hewitt CW. 1995; Tatem L, Hou A, Black KS, Llull
R, Hewitt C. 1995).

Esta comprobacidon aparece claramente no relevante en el caso en que los
Unicos pasos manuales de la cuantificacion consistan, por ejemplo, en el
aislamiento de estructuras bien definidas en la imagen a través del seguimiento
con el ratdén de sus bordes. Sin embargo, el andlisis de la reproducibilidad y
objetividad de las evaluaciones efectuadas resultaria indispensable en otros
casos, cuando los bordes a seguir no sean claramente visibles, o la clasificacion
de los elementos de la imagen resulta incierta, o simplemente la segmentacion
de las areas de interés, por su extensidn y caracteristicas, se realiza por
umbralizacién de la imagen, con la posibilidad que al variar limitadamente el
valor del umbral varie considerablemente la superficie de las areas
segmentadas.

Tan solo en los Ultimos afos se estan aplicando, a la medicina en general y a la
videomicroscopia en particular, técnicas automaticas de elaboracién de imagen
ya desarrolladas desde el punto de vista tedrico y aplicadas en otros campos
cientificos. A través de éstas, en algunos casos se realizan de forma automatica
los pasos manuales antes utilizados en la cuantificacion de una imagen,

intentando resolver los problemas de segmentacién e identificacion que



presentan las imagenes bioldgicas (Sassy-Prigent C, Heudes D, Jouquey S,
Auberval D, Belair MF, Michel O, Hamon G, Bariety ], Bruneval P. 1995). En
otros casos, se definen nuevas metodologias y parametros de cuantificacion
para evaluar cuantitativamente una imagen (Moreso F, Seron D, Vitria J, Grinyo
JM, Colome-Serra FM, Pares N, Serra J. 1994). Estas aportaciones automaticas
resultan seguramente muy importantes dado que permiten obtener
cuantificaciones objetivas y reproducibles. Sin embargo, en varios casos, ya que
los algoritmos utilizados se engloban en aplicaciones comerciales, es dificil
encontrar la documentacién precisa de su funcionamiento y, en general, los
articulos publicados con los datos obtenidos usando estas aplicaciones
describen sélo limitadamente los pasos de elaboracidon seguidos, no
especificando en cualquier caso si se trata de operaciones totalmente
automaticas o parcialmente interactivas (Sassy-Prigent C, Heudes D, Jouquey S,
Auberval D, Belair MF, Michel O, Hamon G, Bariety ], Bruneval P. 1995). La
aplicacion de analisis de imagen presentada en este trabajo de Tesis Doctoral
se enmarca en la idea anterior de aplicar técnicas automaticas de analisis digital
de imagen a la videomicroscopia en el campo anatomopatoldgico, con el
proposito de obtener cuantificaciones precisas, objetivas y reproducibles de los
componentes de una imagen o de su totalidad. Con este fin se disend el
método de cuantificacion de diferentes parametros para evaluar el grado del
proceso de cicatrizacién, empezando con la eleccion del tipo de tincidn tisular
mas adecuada para resaltar los diferentes elementos y permitir su
segmentacion automatica e identificacion. Los programas de elaboracion vy
cuantificacion de imagen se realizaron de forma totalmente automatica con
excepcion del paso de identificacion de la zona de heirda, que se decidid
introducir de forma interactiva ya que no hemos encontrado en la literatura
ningun trabajo donde se resuelva de forma automatica el aislamiento de estas

estructuras.

En videomicroscopia, la eleccién de la tincién tisular resulta de fundamental
importancia dado que las estructuras que se pueden medir por analisis de
imagen son solamente las puestas en evidencia por el colorante utilizado. Por

este motivo, la tincion empleada tiene que ser la mas especifica posible, en



relacion con el objetivo de la evaluacidn, y la mas adecuada para el tipo de
parametros que se quieren evaluar (densitométricos o morfoldgicos). Para una
correcta evaluacion por analisis digital de imagen, se requiere que la tincion sea

reproducible con la menor variabilidad posible.

Dado que el objetivo de este trabajo de Tesis Doctoral es el de disefar un
método para la cuantificacion automatica del grado de colagenizaciéon de la
herida, se nos presentd la posibilidad de elegir entre diferentes técnicas de
tincion posibles, tanto histoquimicas, como inmunohistoquimicas. Aunque existan
técnicas mas especificas para la identificacion de los tipos de colagenos y
distintos componentes de la matriz extracelular, se eligio la técnica del rojo sirio-
acido picrico basada en el método de Llewellyn dado que esta permite tefir con
diferentes matices también moléculas distintas de la colagena que contribuyen al
ensanchamiento del intersticio normal. Por otro lado, la técnica del rojo sirio, al
ser muy simple y convencional, presenta una elevada reproducibilidad en los
matices de tincion y bajo coste, hechos que permiten aplicar de forma rutinaria el
método disefiado. De todas formas, se ha podido utilizar esta tincion
principalmente porque se consiguid, a través de métodos dpticos y de andlisis de
imagen, eliminar entre los elementos tefiidos los componentes no especificos

para nuestros objetivos, como los elementos celulares.



DISCUSION DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS

Como resumen de los datos estadisticamente significativos podemos decir que
los ratones tratados con etanercept tienen, en el dia dos, una menor reduccion
de la superficie de la herida, un mayor espesor del epitelio sano y una mayor
cantidad de infiltrado inflamatorio con respecto a los no tratados. En el dia
siete, los ratones tratados tienen una mayor longitud de la herida con un mayor
espesor de su epitelio y una infiltracidon muscular mas frecuente que en los
ratones no tratados. Y en el dia veinte, el andlisis digital muestra una mayor

colagenizacion de las heridas de los tratados con respecto a los no tratados.

Si como refieren los articulos sobre el papel del TNF alfa en la cicatrizaciéon de
las heridas esta citoquina atrayese los neutrdfilos a la misma en la fase
inflamatoria (George Broughton II MD PhD COL MC USA, Jeffrey E. Manis MD,
Christopher E. Attinger MD, 2006), deberiamos encontrar una mayor cantidad
de infiltrado inflamatorio agudo en la herida del dia dos de los ratones sin
tratamiento, o lo que es lo mismo, una menor cantidad del mismo en la herida
de los ratones en los que se antagoniza el efecto del TNF alfa. En nuestro
estudio encontramos diferencias estadisticamente significativas que contradicen
el papel tedrico del TNF alfa en esta fase del proceso. Los resultados obtenidos
muestran que los ratones tratados con anti TNF alfa presentan una cantidad de
infiltrado inflamatorio en la herida mayor que en los controles en el dia dos del
experimento.

La funcidn de los neutrofilos en esta fase es la liberacion de enzimas
proteoliticas y generacion de radicales libres que esterilizaran la zona de la
herida (George Broughton II MD PhD COL MC USA, lJeffrey E. Manis MD,
Christopher E. Attinger MD, 2006). Podriamos pensar que el mayor acimulo de
neutrofilos se debiese a una mayor frecuencia de infeccion de las heridas de los
ratones tratados con etanercept ya que se ha documentado una mayor
incidencia de infecciones en pacientes tratados con anti TNF alfa. No hemos
investigado la frecuencia de infecciones de una forma reglada pero no hemos
encontrado mayor mortalidad ni complicaciones infecciosas como abscesos en

los ratones tratados con etanercept. Ademas, suponiendo que la infeccidn



complicase la cicatrizacidn, si el mayor acimulo de neutrdfilos se debiese a ésta
deberiamos haber encontrar dificultada la cicatrizacién en los ratones tratados.
Sélo Mori y colaboradores estudiaron cantidad de neutrdfilos en la herida de los
ratones konckeados para el receptor p55 del TNF alfa y lo hicieron de una
forma indirecta mediante actividad de la mieloperoxidasa. Encontraron que los
ratones con receptor p55 para el TNF alfa tenian una mayor cantidad estimada
de neutrdfilos en la herida en el dia uno y concluyeron la importancia del TNF
alfa como quimiotactico de neutrofilos (Mori R, Kondo T, Ohshima T, et al.
2002).

No hemos encontrado diferencias estadisticamente significativas en la cantidad
de monocitos de la herida, en la angiogénesis, ni en el grado de fibrosis de la
herida de los ratones tratados con respecto a los no tratados en el dia dos,
funciones en las que esta implicado el TNF alfa en esta fase del proceso al
atraer a la herida los monocitos que promoveran, a través del TNF alfa, la
angiogénesis, la fibroplasia y la sintesis de metaloproteinasas que destruiran la
matriz extracelular dafiada (George Broughton II MD PhD COL MC USA, Jeffrey
E. Manis MD, Christopher E. Attinger MD, 2006).

Creemos que de existir diferencias en la cantidad de monocitos, fibroblastos o
vasos en la herida en funcidn del tratamiento en la fase inflamatoria podriamos
no haberlas encontrado por la falta de precisién en nuestro método de medicion
de estas variables, aunque puede ser también que el dia senalado sea
demasiado precoz dentro de la fase inflamatoria para detectar estas diferencias.
Lo que si es cierto es que el método utilizado para cuantificar el grado de
colagenizacion en la herida es el mas exacto de los disponibles hoy en dia, y no
hemos encontrado diferencias, por lo que nos decantamos porque se trate de
una determinacion precoz mas que de un problema de medida. De nuevo, sélo
Mori y colaboradores determinaron el nimero de monocitos en la herida de
forma indirecta y exclusivamente en el dia seis tras la realizacion de la herida,
encontrando una mayor cantidad de monocitos en la herida de los ratones con
receptor p55 para el TNF alfa y concluyendo otra vez la importancia del TNF

alfa como quimiotactico para las células de la inflamacién (Mori R, Kondo T,



Ohshima T, et al. 2002). Hay que destacar que la determinacién se realiza en el
dia seis, aunque nosotros no hemos encontrado diferencias en este tipo de
células en el resto de los dias.

En cuanto al resto de las variables comparadas en nuestro estudio en el dia dos
sblo encontramos diferencias estadisticamente significativas en el grado de
curacion de la herida, con una menor reduccidon del area de la herida en los
ratones tratados, y en el espesor del epitelio sano, con un mayor grosor
epitelial en la zona de tejido sano de los ratones tratados. Las diferencias que
encontramos en la medicion del grado de curacién de la herida en la
macroscopia no se ven reflejadas en la medicion de la longitud de la herida en
el mismo dia, no encontrando diferencias en la comparaciéon de esta Ultima
variable en el dia dos. Si realizamos una correlacion de Spearman para las
variables grado de curacién de la herida en el dia dos y longitud de la misma en
dicho dia vemos que no existe una relacion entre ambas estadisticamente
significativa. Creemos que la hiperplasia de la costra de la herida en el dia dos
produce un sesgo en la medicion del area de la herida en dicho dia, ya que en
el dia siete ya si existe una relacién estadisticamente significativa entre el area
de la herida y su longitud en dicho dia. En los dias quince y veinte las
correlaciones de Spearman para dichas variables (grado curacién y longitud de
la herida) vuelven a ser no significativas y creemos que de nuevo se debe a un
sesgo de la medicién del analisis macroscdpico en estos dias. Si en el dia dos la
costra sobrepasaba los limites netos de la herida, en los dias quince y veinte ya
no se encuentra ninguna lesién costrosa, y medimos el area de la herida a
groso modo sobre una piel ya epitelizada y con anejos cutaneos. Por ello,
creemos que el estudio microscdpico es mas exacto para medir el tamafio de la
herida expresado como longitud de la misma.

Sélo Mori y colaboradores estudiaron el cierre macroscopico de la herida en el
mismo estudio realizado con ratones deficientes para el receptor p55 del TNF
alfa y lo hicieron en los dias uno, tres, y seis, tras la realizacién de la herida.
Encontraron que los ratones que no tenian receptor p55 para el TNF alfa tenian
una reduccién de la herida mayor a partir del dia tres, concluyendo que el cierre

macroscopico de la herida estaba acelerado en ausencia de TNF alfa (Mori R,



Kondo T, Ohshima T, et al. 2002). Nosotros no hemos encontrado diferencias
en la reduccion macroscopica de la superficie de la herida en el resto de los
dias, aunque parece existir tendencia a la significacién estadistica en el dia
quince, con un mayor grado de reduccién de la herida en los ratones tratados.

Las diferencias en el espesor del epitelio sano en el dia dos podriamos
interpretarlas como que los ratones en tratamiento con etanercept podrian
tener un estado proliferativo mayor que los ratones no tratados. La
comparacion del epitelio de la herida no es posible en el dia dos puesto que
todavia no existe reepitelizacion de la misma en ninguno de los grupos, pero en
el dia siete si que encontramos diferencias estadisticamente significativas en el
espesor del epitelio de la herida en funcién del tratamiento con un mayor
espesor epitelial en los ratones tratados. Ninguno de los estudios referidos

investigan espesor epitelial.

En la fase proliferativa de la cicatrizacion el TNF alfa contribuye a la
epitelizacién de la herida, angiogénesis y formacion del tejido de granulacion
(George Broughton II MD PhD COL MC USA, Jeffrey E. Manis MD, Christopher
E. Attinger MD, 2006). Esta fase esta representada en nuestro estudio por el
dia siete del experimento y basandonos en el papel tedrico de esta citoquina
deberiamos encontrar una disminucion en la epitelizacion, de la angiogénesis y
de la cantidad de tejido de granulacion de las heridas de los ratones tratados
con respecto a los no tratados. En nuestro estudio no encontramos diferencias
estadisticamente significativas en el grado de epitelizacién, angiogénesis ni
cantidad de tejido de granulacién en funcién del tratamiento. De nuevo, como
ocurria en el dia dos, nuestro estudio vuelve a no cumplir el papel tedrico del
TNF alfa en la curacion de las heridas, si bien las variables estudiadas en este
dia son cualitativas dicotémicas, por lo que, como hemos dicho con anterioridad
puede que no sean lo suficientemente discriminativas para encontrar las

diferencias.

Aungue no encontramos diferencias en el grado de reepitelizacion de la herida

si que encontramos que el espesor del epitelio de la herida en los ratones



tratados es mayor con respecto a los no tratados con diferencias
estadisticamente significativas, por lo que volvemos a plantearnos el posible

papel del antagonismo del TNF alfa como proliferador epitelial.

Tenemos que destacar, por Ultimo en los datos del dia siete, que los ratones
tratados tienen una mayor longitud de la herida con respecto a los no tratados,
y que la frecuencia de infiltracidn muscular por el infiltrado inflamatorio es
mayor en los ratones que reciben tratamiento. Como hemos visto en los
resultados la correlacién de Spearman entre la variables grado de curacién y
longitud de la herida en el dia siete tienen una correlacion estadisticamente
significativa, pero no encontramos diferencias en el cierre macroscopico de la
herida. Como hemos citado sdlo Mori y colaboradores investigaron el cierre
macroscopico de la herida encontrando un mayor cierre en los ratones que no
tenian receptor para el TNF alfa. En ninguno de los estudios se realiza medicién

microscopica de la misma.

Ya por ultimo, en la fase de maduracion y remodelado de la herida, el TNF alfa
contribuiria a la formacién de una matriz de coldgeno con fibras mas gruesas y
orientadas de forma paralela a las lineas de estrés (George Broughton II MD
PhD COL MC USA, Jeffrey E. Manis MD, Christopher E. Attinger MD, 2006). En
nuestro estudio esta fase estaria representada por los dias decimoquinto y
vigésimo, midiendo el grado de colagenizacién de la herida mediante analisis
digital de imagen. Encontramos diferencias estadisticamente significativas con
un mayor grado de colagenizacion de la herida de los ratones tratados con
respecto a los no tratados en el dia veinte. No encontramos diferencias
significativas en el resto de los dias en el area de la herida ni en ninguno de
ellos en la colagenizacidn del tejido sano. Creemos que la ausencia de TNF alfa
puede tener un papel fibrogenético de forma exclusiva en el area de la herida
puesto que no encontramos una mayor colagenizacion en el tejido sano.
podemos concluir que el tratamiento con etanercept aumenta el grado de
colagenizaciéon de la herida en la fase de remodelado, lo que creemos

consecuencia de un disbalance entre el TNF-a, antagonizado de forma



iatrogénica mediante la administracion de etanercept, y TGF-B, citoquina
antinflamatoria y con poder fibroplasico, presente en condiciones fisioldgicas en
el proceso de curacion de las heridas. Hay que recordar que el TNF alfa es uno
de los estimulos para la sintesis de metaloproteinasas que destruiran el exceso
de colageno mientras que el TGF beta bloquearia la sintesis de las mismas
(Jones et al, 1995). Este disbalance provocado mediante el bloqueo del TNF
alfa con etanercept puede ser responsable del exceso de colagneizacién de la
herida en los ratones tratados.

De los cuatro estudios citados, en tres de ellos se determind grado
colagenizacién. Mori y colaboradores lo hicieron de una forma indirecta
determinando cantidad de hidroxiprolina en la herida, encontrando una mayor
cantidad de la misma en los ratones sin receptor para el TNF alfa en los dias 3
y 6 tras la realizacién de la herida, sugiriendo un aumento de la colagenizacién
en ausencia de TNF alfa (Mori R, Kondo T, Ohshima T, et al. 2002). No
determinaron colagenizacién en fases mas avanzadas del proceso de curacion.
Creemos que cuando hablan de colagenizacién en estos dias se refieren a la
migracion de los fibroblastos a la herida para la formacidon del tejido de
granulacion. Nosotros no hemos encontrado diferencias en la cantidad de tejido
de granulaciéon en ninguno de los dias, aunque puede que nuestra forma de
medicion del mismo no sea la mas adecuada.

Maish y colaboradores estudiaron la colagenizacion de dos formas distintas:
mediante contenido en hidroxiprolina de la esponja implantada en el abdomen
de los animales y mediante birrefringencia con luz polarizada de tinciones con
rojo sirio de la herida. Encontraron un descenso del depésito de colageno en la
herida y del contenido en hidroxiprolina de la esponja en las ratas sépticas que
no aparecia en los animales sépticos con antagonismo del TNF alfa, sugiriendo
que en el estado séptico existe una sobreproduccion de TNF alfa que seria el
responsable del empeoramiento de la cicatrizacion de las heridas, ya que al
anular este exceso de citoquina la cicatrizacion era similar a los ratones sanos
aunque sin llegar a igualarse. Concluyen que el TNF alfa tiene un importante
papel inhibidor de la curacidn de las heridas en una situacién de exceso de TNF
alfa como el estado séptico (Maish GO III, Shumate ML, Ehrlich HP, et al.



1998). Nuestro estudio no es comparable en este sentido ya que nosotros
utilizamos ratones sanos en los que no existe un exceso de TNF alfa basal.
Podria ser objetivo de un futuro estudio investigar la influencia del antagonismo
del TNF alfa en la curacién de las heridas en ratones con artritis inducida con
colageno.

El dltimo estudio que investiga colagenizacion lo hace mediante analisis
informatico sobre una tincién de Van-Gienso complementandolo con el estudio
de la apoptosis de fibroblastos. Lo realizan Rongkun y colaboradores con el
objetivo de investigar si el TNF alfa estd implicado en el empeoramiento de la
cicatrizacion de los ratones diabéticos. Observan que los ratones diabéticos
tienen un mayor nivel de TNF alfa y que la administracién de etanercept
disminuye la apoptosis de fibroblastos aumentando la densidad de los mismos
en la herida equiparandolo a un ratén no diabético. Observan que esta
disminucion de la apoptosis también ocurre en los ratones no diabéticos aunque
de una forma menos importante y sin llegar a aumentar la densidad de
fibroblastos en la herida. Concluyen que en los ratones diabéticos existe un
exceso de TNF alfa que se acentlia con la inoculacién de bacterias y que en
este contexto de sobreexpresion del TNF alfa al antagonismo del mismo
mejorat la densidad de fibroblastos en la herida (Rongkun L, Harbinder SB,
Tesfahun D, Yugal B, Dana TG. 2006).

Volvemos entonces nosotros a plantearnos la posibilidad de un mayor efecto
del antagonismo del TNF alfa en las situaciones en las que exista
sobreexpresion del mismo, con mayor interés en la investigacion futura de la
curacion de heridas en ratones con artritis.

Aungue este Ultimo estudio no es comparable al nuestro por el diferente disefio
metodoldgico hay que destacar que observan una disminucién de la apoptosis
de los fibroblastos también en los ratones sanos.

En resumen, nuestro estudio contradice el papel tedrico del TNF alfa en la
cicatrizaciéon de las heridas cutaneas en los dias dos y veinte. En el primero,
encontrando una mayor cantidad de neutrdfilos en la herida de los ratones en
los que se antagoniza el TNF alfa, y en el dia veinte, siendo mayor el grado de

colagenizacion de la herida en los ratones tratados.



Creemos que de los cuatro estudios experimentales disponibles los de Rongkun
(Rongkun L, Harbinder SB, Tesfahun D, Yugal B, Dana TG. 2006) y Mori (Mori
R, Kondo T, Ohshima T, et al. 2002) son los mas comparables al nuestro por
disponer de ratones sanos en su comparacion y eliminar asi la influencia de
factores confusores como puede ser la sepsis, y, de acuerdo con sus resultados,
afirmamos que el grado de colagenizacién de la herida de los ratones con una
antagonizacion sistémica del TNF alfa es mayor con diferencias
estadisticamente significativas. Este aumento podria ser mas notable en una
situacion en la que existiese sobreexpresién de TNF alfa como en la artritis
reumatoide, lo que nos lleva a plantearnos un futuro estudio en el que
investigar la influencia de la antagonizaciéon del TNF alfa en la curacion de las
heridas cutaneas en ratones con artritis.

Encontramos ademas un posible papel proliferativo epitelial del antagonismo del

TNF alfa en la curacion de las heridas.



APLICACION CLINICA

Sélo existe un estudio en la literatura actual que investigue la influencia del
infliximab y del etanercept en pacientes sometidos a cirugia ortopédica. Este
estudio fue realizado en 2004 por Bibbo y colaboradores quienes concluyeron
que los inhibidores del TNF-alfa podrian administrarse de forma segura en el
periodo perioperatorio sin aumento del riesgo de infecciones o complicaciones
de la cicatrizaciéon (Bibbo C, Goldberg JW. 2004). Las complicaciones
postoperatorias estudiadas en cuanto a cicatrizacion fueron retraso en la
cicatrizacién y complicaciones en la cicatrizacién désea, aunque el estudio no
explica como se valoraron éstas. No se realizo estudio anatomopatoldgico de la
herida.

El resto de los estudios en los que se aplicd un anti TNF alfa utilizado en la
practica clinica actual son los realizados en pacientes con Enfermedad de Crohn
que estaban recibiendo infliximab y en pacientes sometidos a cirugia abdominal
en contexto de dicha enfermedad, y todos avalan la eficacia de su aplicacion
tanto sistémica como local para la curacién de las Ulceras vy fistulas asociadas a
esta enfermedad y la no existencia de complicaciones con el uso concomitante
de la terapia anti TNF alfa y la cirugia abdominal (Topstad DR, Panaccione R,
Heine JA, et al. 2003; Colombel JF, Loftus EV, Tremaine WJ, et al, 2004;
Regueiro M, Mardini H, 2003; van der Hagen SJ], Baeten CG, Soeters PB, Russek
MG, Beets-Tan RG, van Gemert WG, 2005; Hyder SA, Travis SP, Jewell DP, McC
Mortensen NJ, George BD, 2006; Brzezinski A, Armstrong L, Del Real GA, et al,
2002; Marchal L, D "Haens G, Van Assche G, et al, 2003). La aplicacién local de
infliximab adyacente al tracto fistuloso de la enfermedad de Crohn perianal se
ha demostrado segura y que ayuda a la cicatrizacion de dichas fistulas (Poggioli
G, Laureti S, Pierangeli F, Rizzello F, Ugolini F, Gionchetti P, Campieri M, 2005),
asi como la mejoria de la cicatrizacion de heridas crénicas con la aplicacion
tépica del dicho farmaco (Streit M, Beleznay Z, Braathen LR, 2006).

En la practica clinica se estan suspendiendo los tratamientos con terapia anti
TNF alfa en el periodo perioperatorio ante la falta de estudios que investiguen

la influencia del mismo en el proceso de curacion de las heridas. Creemos



importantes los resultados obtenidos con este proyecto de investigacion, que
aunque es un modelo experimental en ratones, es el primer estudio que
investiga el efecto de estos tratamientos en la cicatrizaciéon. Seria conveniente
realizar en un futuro un nuevo estudio experimental cuyo objetivo fuese
investigar la influencia de estos tratamientos en la curacién de heridas en un
estado con sobreexpresion de TNF alfa como la artritis reumatoide en un
modelo experimental de ratones con artritis reumatoide (Gonzalez-Rey E,
Chomy A, Varela N, O"Valle F, Delgado M. Therapeutic effect of urocortin on
collagen-induced artritis by down-regulation of inflammatory and Th1 responses
and induction of regulatory T cells. Artritis Rheum. 2007 Feb;56(2):531-43) y

otro que investigase el riesgo de infeccidn de la herida en los ratones tratados.



CONCLUSIONES



1.- El modelo experimental en ratones SWISS-OF1 analizando en un periodo de
20 dias superficie de la herida reducida a lo largo del proceso como variable de
macroscopia, longitud de la herida, grosores epiteliales de la herida y de la zona
sana, cantidad y tipo de infiltrado inflamatorio, grado de afectacion muscular
por el infiltrado inflamatorio y cantidad de tejido de granulacion como variables
de microscopia, y grado de colagenizacion de la herida y del tejido sano
mediante analisis digital de imagen, es un disefio adecuado para el estudio del
efecto del bloqueo del factor de necrosis tumoral alfa en la curaciéon de las
heridas puesto que analiza la influencia del mismo en cada una de las fases del

proceso.

2.- El andlisis digital de imagenes microscdpicas y su aplicacion especifica al
analisis del tejido de la herida constituye el método mas preciso y reproducible
para detectar diferencias en el grado de colagenizacion de las heridas al
tratarse de un proceso de analisis automatico en el que el investigador sdlo

interviene para elegir la zona a analizar.

3.- El estudio de la cicatrizacion de heridas en un modelo experimental en
ratones SWISS-OF1 analizando en un periodo de 20 dias, superficie de la herida
reducida a lo largo del proceso como variable de macroscopia, longitud de la
herida y grosores epiteliales de la herida y de la zona sana como variables de
microscopia, todas ellas medidas con el programa AutoCAD2005®, cantidad y
tipo de infiltrado inflamatorio, grado de afectacidon muscular por el infiltrado
inflamatorio y cantidad de tejido de granulacidn mediante analisis
semicuantitativo en muestras de la herida visualizadas el microscopio optico, y
grado de colagenizacién de la herida y del tejido sano mediante analisis digital
de imagen, permite concluir que el tratamiento con etanercept no empeora la

cicatrizacion de heridas en ratones.

4.- El estudio del grosor epitelial medio de la herida y del tejido sano en los

ratones tratados con etanercept y en sus controles no tratados con el programa



AutoCAD2005®, permite concluir que el antagonismo del TNF-a en la fase
precoz de cicatrizacion podria tener un papel proliferativo epitelial al encontrar,
en los ratones tratados con etanercept, mayor grosor epitelial del tejido sano en

la fase inflamatoria (dia dos) y en la proliferativa (dia siete) de la cicartizacién.

5-. Tras el estudio del grado de colagenizacién de la herida con andilisis digital
de imagen podemos concluir que el tratamiento con etanercept aumenta el
grado de colagenizacién de la herida en la fase de remodelado, lo que creemos
consecuencia de un disbalance entre el TNF-a, antagonizado de forma
iatrogénica, y TGF-B, citoquina antinflamatoria y con poder fibroplasico,

presente en condiciones fisioldgicas en el proceso de curacién de las heridas.
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