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Resumen

INTRODUCCION

La dehiscencia de sutura anastomotica intestinal continla siendo un tema de
actualidad debido a las consecuencias que conllevan para el paciente en forma de
mayor estancia hospitalaria, numerosas intervenciones, morbilidad importante y en
dltima instancia incremento de la mortalidad. Y por el hecho de que no se ha podido
disminuir su incidencia a pesar de los numerosos avances tanto técnicos, quirdrgicos
como médicos. Muchos grupos de trabajo han estudiado infinidad de metodologias,
procedimientos, administracién de medicamentos, aplicacion de diferentes materiales...

sin encontrar el camino para evitar su aparicion.

Existe un creciente interés en unas proteinas que intervienen durante todo el
proceso de cicatrizacion de los tejidos. Los factores de crecimiento tienen un papel
fundamental en todas las etapas, modulando diferentes acciones necesarias:
guimiotaxis, mitosis, angiogénesis, regulacién de la sintesis y degradacion de
componentes de la membrana extracelular. Intervienen muchos de ellos y la mayoria
son sintetizados, almacenados y secretados por las plaguetas. Multiples estudios se han
dirigido a la obtencion de preparados de concentrados de plaquetas o bien aisladamente
algun factor concreto, para su aplicacion clinica o experimental con el objetivo de
potenciar el proceso de cicatrizacion. Aunque se desprenden unos resultados
prometedores, todavia persisten unos interrogantes en funcién de los tejidos y/o
pacientes involucrados relacionados con la via de administracion mas adecuada,
concentracion mas efectiva de plaquetas o qué factor/es de crecimiento utilizar, dosis,

numero de repeticiones adecuadas, tiempo de exposicion...

MATERIAL Y METODO

Se trata de un ensayo aleatorizado y controlado donde se utilizan 80 ratas wistar
albina, distribuidas en 2 grupos: 40 animales son intervenidos realizandoseles colotomia
y anastomosis frente a otro grupo de 40 animales se les realiza colotomia y
anastomosis, pero con inmersion la misma en plasma rico en factores de crecimiento
alogénico. Cada uno de estos grupos se sacrifican en dos dias postoperatorios distintos,
de forma que 20 animales de cada grupo se sacrifican al 4° dia postoperatorio y 20
animales de cada grupo se sacrifican al 10° dia postoperatorio. Se estudian los cambios
histolégicos y la concentracion de hidroxiprolina como marcador indirecto de depdsito

de colageno en la anastomosis.
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Resumen

RESULTADOS

78 animales de experimentacion completan el protocolo de estudio. La dehiscencia
anastomética se presenta en 11 de 78 animales intervenidos (14,1%), todos ellos
pertenecientes al grupo sacrificado al 4° dia postoperatorio. No se describen abscesos,
2 casos de peritonitis, 2 casos de estenosis de la anastomosis, no existen diferencias
significativas en cuanto a la descripcion de adherencias. En el grupo sacrificado al 4°
dia postoperatorio existe un mayor grado de reepitelizacion y deposicién de colageno
en los animales en donde no se aplica PRGF de forma significativa. La infiltracion de
células PMN presenta una mayor presencia en fases iniciales del grupo tratado con
PRGF con respecto al grupo control, aunque no significativo. El andlisis de los
resultados histoldgicos en el grupo sacrificado el 10° dia postoperatorio no encuentra
diferencias estadisticamente significativas en la comparacion de grupos control y
aplicacion de PRGF. Existe una tendencia al alza de la neovascularizacién y la
deposicion de colageno no significativa en el grupo tratado con PRGF en los animales
sacrificados mas tardiamente con respecto a los animales sacrificados al 4° dia
postoperatorio. En cada uno de los grupos analizados se observa una mayor expresion
de hidroxiprolina/proteinas en etapas mas avanzadas de la cicatrizacion con respecto a
etapas iniciales. Esta tendencia ascendente es mas pronunciada en el grupo de

anastomosis donde se aplicé PRGF, aunque no son estadisticamente significativos.

CONCLUSIONES

La aplicacion local de PRGF por inmersion de la anastomosis produce un incremento
de la infiltracion inflamatoria de los tejidos en fases iniciales de la cicatrizacion y un
aumento de la neovascularizacion, reepitelizacion, deposicién de colageno y expresiéon

de hidroxiprolina en fases mas tardias de la misma, aunque sin significacion estadistica.
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Introduccioén

1.1 Antecedentes y evolucion histérica

Los trabajos experimentales de Cohen y Levi-Montalcini sobre las proteinas
promotoras del sistema nervioso glandular en la década de los afios 50 (1) y la
descripcion por primera vez del factor de crecimiento epidérmico aislado en animal de
experimentacion por Cohen en 1962 (2), sientan las bases del conocimiento de los
factores de crecimiento. Posteriormente, la descripcion de cada uno de los GFs

derivados de plaquetas y su obtencién permitieron la aplicacién experimental y clinica.

En la dltima década, se han reconocido las propiedades de los GFs y se han
realizado muchos estudios experimentales dirigidos a la mejora y aceleracion de la
cicatrizacion de heridas agudas y crénicas de diferentes tejidos y érganos en una amplia
variedad de campos: cirugia digestiva, traumatologia, otorrinolaringologia,
oftalmologia... (3). Partiendo de los primeros resultados publicados tras la aplicacion en
humanos, donde la administracion local de GF aut6logo en Ulceras crénicas cutaneas
presentado en 1987 en el encuentro de la asociacion americana de cirugia por el grupo
de knighton y colaboradores (4), arroj6 unos resultados alentadores que animé a
continuar con los cuantiosos estudios realizados hasta la actualidad y la aplicacion
clinica en diferentes ambitos: odontologia y cirugia maxilofacial, traumatologia y
medicina deportiva, reumatologia, cirugia plastica y medicina estética, oftalmologia,
cirugia vascular, neurocirugia, otorrinolaringologia, urologia, quemados, dermatologia o
cirugia toracica. A partir de medios de administracion muy variada, desde de su
inyecciéon o inoculacion directa local o a nivel sistémico, hasta la utilizacion de
transportes como esponjas de colageno, suturas, geles que actian a modo de vehiculos

biocompatibles ().

Sin embargo, es dificil extraer conclusiones definitivas de los estudios realizados
hasta la actualidad, ya que, la mayoria de ellos comparten unas caracteristicas que

impiden la comparacion de los datos y resultados (6) (7):

= No son uniformes en cuanto a estandarizacion de la preparacion de PRP

y administracion (dosis y concentraciones, medios de administracion...).

= La significacion estadistica es limitada debido al pequefio tamafio de las
muestras y a la escasez de ensayos clinicos controlados y aleatorizados en

humanos. Suele tratarse de series de casos limitadas o casos y controles.
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A esto se adiciona un déficit de terminologia aceptable comudn a todos los autores y
muchos datos contradictorios encontrados en la literatura que dan lugar a que el
metaanalisis de los datos sea muy dificil de realizar (8). Actualmente no existe una
eficacia clinica contrastada que se pueda asociar a la utilizacion clinica de las terapias

ricas en plaguetas (9) (10).

Aplicacion experimental y terapéutica de los factores de

crecimiento

La tendencia actual en la investigacion quirdrgica se centra en la estimulacién de la
cicatrizacibn para potenciar la curacibn de heridas, incluso en condiciones

desfavorables.

TRAUMATOLOGIA, ORTOPEDIA Y REHABILITACION

En el campo de la traumatologia y ortopedia las aplicaciones de PRP se han
centrado en situaciones patolégicas severas que afectan fundamentalmente a tendones,
ligamentos, cartilagos y huesos (11). A nivel experimental existen multitud de estudios
en donde la aplicacion de PRP parece que incrementa la velocidad de la curacién de
lesiones con respecto al grupo control, para ello se toman lesiones o defectos en
diferentes tejidos. Un ejemplo es la aplicacion de PRP en fracturas de huesos largos,
con resultados estadisticamente significativos, en distintas modelos animales (11)
(ratones (12) (13) (14) (15) (16) (17) (18) (19) (20) (21) (22), ratas (23) (24), PErros (25), ovejas (26) y
cerdos (27) (28)). La forma de administrar el PRP es diversa, desde la utilizacion directa
en la zona de lesion (25) (18) (26) 0 conjuntamente a autoinjertos de tejido 6seo esponjoso
(28) (29), implantes de hueso (14) (16) (20) 0 incluso junto a hidrogeles (13). Este mismo
vehiculo se utiliza en un ensayo experimental en lesiones horizontales meniscales de

rata, aumentando significativamente la proliferacion e inhibicion de la muerte de las

células implicadas en el grupo donde se administra FGF junto a gelatina acuosa de
glutaraldehido (30). La sutura de tendones en ovejas previamente recubiertos por PDGF
mediante inmersion no solo obtiene resultados prometedores de calidad y velocidad de
cicatrizacion de la sutura del tendon dafiado al tejido 6seo sino que se confirma la
completa adhesion de los GF al tejido (31). Del mismo modo, la inmersion de suturas en
soluciones de PDGF utilizadas para reparar lesiones agudas del tendén aquileo también
han constatado resultados positivos aunque sin evidenciar un aumento significativo de
la cicatrizacion de un grupo con respecto a otro (32). La administracion en seres humanos

estda mas extendida en medicina deportiva referente a dolencias tendinosas,
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cartilaginosas, meniscales y musculares. Sobretodo mediante la inyeccion directa del
PRP en la zona afecta, de hecho estudios en pacientes con afeccion tendinosa crénica
han mostrado una mejoria significativa de los sintomas del codo de tenista mas
rapidamente (33) incluso comparandola con grupos de pacientes en los que se realiza
infiltracién con corticoides. Sanchez y colaboradores realizé un estudio comparativo en
atletas, obteniéndose unos resultados positivos y significativos en cuanto a rapidez de
recuperacion en el grupo en que el que ademas de realizacidén de cirugia reconstructiva
del tenddn de Aquiles se aplicaba PRGF (34). Otros estudios centrados en el tratamiento
de fibrocartilago encuentran una cicatrizacién 6ptima hasta en el 80% de los casos si se
aplica PRGF ademas de la realizacién de la reconstruccion del menisco. Sin embargo,
no toda la bibliografia hasta la actualidad apoya estos datos y en muchos de ellos no se
evidencia una diferencia significativa, mayormente porque estos tratamientos no estan
completamente estandarizados (35). También se han introducido estos tratamientos en
la reparacion de defectos de cartilago en combinacién con la artroscopia observando
una cicatrizacion acelerada del cartilago, y en la osteoartritis de rodilla mediante
inyeccion directa en la zona dafiada mejorando los resultados del tratamiento frente al

acido hialurénico (3s).

Ha aumentado la frecuencia en la que se desarrollan estudios encaminados a
mejorar los resultados quirdrgicos, para acortar el periodo de cicatrizacion y acelerar la
rehabilitacion del miembro afecto, asi como disminuir los fracasos postquirtrgicos. Esto
gueda patente en la utilizacién de PRP en reconstrucciones tendinosas con aloinjertos,
donde se describen menos complicaciones, existe menos inflamacion y una mejor

cicatrizacion (37).

En Espafia, autores como Sanchez (38) y Cugat (39) también han aplicado PRGF a la
reconstruccion articular mediante autoinjertos de isquiotibiales con resultados positivos.
En cuanto a complicaciones, se describe una disminucibn de hematomas
postoperatorios; a nivel funcional un aumento de los movimientos de la articulacién
intervenida y una mayor estabilidad articular, radilégicamente los hallazgos son positivos

en el primer mes postoperatorio.

Una reciente revision sistemética (40) evalla, desde una perspectiva clinica, la
efectividad y los posibles efectos adversos derivados de la aplicacion de terapias ricas
en plaguetas en lesiones musculoesqueléticas, abarcando una amplia variedad de
patologias (desgarro del manguito de los rotadores, cirugia del sindrome del
pinzamiento del hombro, reconstruccién del ligamento cruzado anterior, epicondilitis del

codo, tendinopatia patelar, tendinopatia del tendén de Aquiles). De forma general en el
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analisis por patologias la evidencia disponible es insuficiente para establecer una
diferencia clinica y estadisticamente significativa en la aplicacion de estas terapias frente

a los tratamientos normalizados habituales.

DERMATOLOGIA

Pero es en la dermatologia donde se puede encontrar mayor cantidad de estudios
desarrollados en humanos, lo mas frecuente es que se traten heridas cronicas de origen
diabético o vascular en donde los tratamientos habituales no han tenido éxito. Sin
embargo, la baja calidad de los estudios, el nUmero no representativo de pacientes y la
falta de unidn de criterios otorga una baja calidad de la evidencia cientifica y por tanto
no pueden recomendarse de forma generalizada (41). En la mayoria de los casos se
utiliza PRP o PRGF 42) autblogos aplicado directamente en las heridas crénicas en
diferentes grupos de pacientes, en estudios retrospectivos (43) 0 prospectivos (42). La
administraciébn en heridas cronicas de estos preparados parece que modifica la
evolucién de cronicidad invirtiendo la tendencia 44). La seguridad y la eficacia de su
aplicacion se somete a prueba con un ensayo clinico fase lll, mediante el cual se
muestra que este procedimiento es seguro, simple y eficaz junto con una reduccién de

los costes frente a los tratamientos tradicionales 45).

En 2006 se integran los resultados de cuatro ensayos multicéntricos, aleatorizados,
prospectivos y cegados (4s) (47) (48), donde se incluyen 922 pacientes portadores de
Ulceras croénicas diabéticas profundas en extremidades inferiores. Por un lado, se
estudia la eficacia y la seguridad (46) de la aplicacién local de geles de PDGF-BB en
diferentes concentraciones (30 ug/g y 100 ug/g) y por otro, las caracteristicas de la
curacion de las heridas mediante la aplicacién de GF local frente a un protocolo de
curacion/aplicacion de gel placebo. La probabilidad de completar la cicatrizacion de las
Ulceras fue significativamente mayor en los pacientes donde se administré gel en dosis
de 100 pg/g de PDGF-BB, también se evidencié una aceleracion significativa en
alcanzar esta curacion (99 dias en los pacientes con PDGF-BB frente a 141 dias en los
pacientes con gel placebo). Ademas, al no detectarse efectos secundarios se describe
como un procedimiento seguro (48). Segun estos estudios realizados, el PDGF-BB
humano recombinante es el primer factor de crecimiento que muestra efectos
estadisticamente significativos en ensayos clinicos fase I, Il 46) y IV. Siguiendo este
camino, otros autores como Buchberger, han aglutinado diferentes estudios para

evaluar la seguridad, la eficacia y la efectividad de la aplicacion local de factores de
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crecimiento, que segun el estudio en el que nos detengamos varia (PDGF, EGF, FGF).
Con unos resultados positivos muy similares a los ya descritos en ensayos anteriores:
incrementan la cicatrizacion de forma mas acelerada y segura (49). Este incremento del
cierre de Ulceras en pacientes diabéticos también ha inclinado la balanza hacia un
menor riesgo de amputacién de miembros inferiores, disminuyendo la morbimortalidad
de los mismos y los costes econdmicos globales (50). Vilella en una revision sistemética,
que incluye varios ensayos clinicos aleatorizados, demuestra que existe una evidencia
cientifica que apoya el uso de PRP en el tratamiento de Ulceras diabéticas con mejoria
de la curacién de estas heridas (s1). También, la administracién en sinus pilonidales
intervenidos, con cierre secundario de la herida quirdrgica, permite una cicatrizacién
mas rapida que en los casos intervenidos con tratamiento habitual (52), aunque los
resultados del estudio no pueden ser considerados como significativos, si que hace
comprender la potencialidad de aplicabilidad de estos nuevos compuestos de PRP o
PRGF.

Pero no todos los estudios concluyen la efectividad reconocida de estas terapias en
todos los tipos de Ulceras. Metaanalisis, como el realizado por Martinez-Zapata, que
abarca 10 ensayos clinicos aleatorizados (ECA) pone sobre la mesa que aunque existen
resultados aislados positivos, no puede recomendarse para el tratamiento de todos los
tipos de heridas cronicas (41). Asi, muchos estudios centrados en la aplicacion de PRP
en otras circunstancias como heridas quirdrgicas tras cirugia cardiaca en pacientes de
alto riesgo (53), incisiones tras cirugia vascular (s4), heridas agudas traumaticas de partes
blandas (s5) ... no han mostrado resultados significativos para su uso generalizado en
estos campos.

Actualmente, algunas sociedades cientificas recomiendan el uso de estas nuevas
terapias en cierto tipo de lesiones como las Ulceras por presioén, cuando no responden
a las terapias convencionales (se), y de forma mas tajante en las Ulceras crénicas
neuropéticas de pacientes diabéticos (57). Sin embargo, en Ulceras de origen venoso
esta practica no tiene argumentos suficientes para recomendarse (s8). En
contraposicion, otras asociaciones cientificas de excelencia como el National Institute
for Health and Clinical Excellence (NICE) no recomiendan el uso sistematico de los

preparados de PRP en pacientes con Ulceras crénicas.
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CIRUGIA DIGESTIVA

En el campo que compete a este estudio, la administracion de GFs se ha realizado
a través de multiples medios, con diversidad de tipologia de GFs, siempre en modelo
experimental, pero en distintos segmentos del tubo digestivo. Con la finalidad de
estudiar el comportamiento de la cicatrizacion, la variacion en la velocidad de la misma
y si estos cambios en la cicatrizacion influyen de alguna manera en la disminucién de
las complicaciones subsiguientes (Tabla 1). Egger y colaboradores demostraron por vez
primera la promocion de la cicatrizacidon de una anastomosis col6nica izquierda, a partir
de la inyeccion intraperitoneal de GF, en este caso keratinocitico (s9). Precedido por
estudios en roedores donde se habian detectado aumento significativo de proliferacion
epitelial colbnica tras administracién exégena de KGF, caracterizado por incremento de
los pliegues de la mucosa colénica, mayor profundidad de las criptas y proliferacion de
células caliciformes en el segmento de colon tratado (60). En otros casos se han
administrado combinaciones de varios GFs comparandolos con la administraciéon de
cada de uno de ellos por separado o el vehiculo. De esta manera, tras la division del
colon izquierdo y realizacion de anastomosis se procede a la inyeccion intraperitoneal
postoperatoria de KGF y/o IGF, los resultados fueron satisfactorios con aceleraciéon de
la cicatrizacién de la anastomosis colonica, sin embargo, la administracion conjunta no

obtuvo mejores resultados (61).

Se ha documentado que las dosis altas de corticosteroides influyen en el
metabolismo y el peso corporal animal, disminuyendo el peso corporal medio y por tanto
contribuyendo negativamente en la cicatrizacion anastomética. Algunos autores
describen alteraciones de la proliferacion mucosa cuando esta se encuentra bajo la
influencia de inmunosupresores como esteroides y metotrexato (62). Bajo estas
circunstancias adversas también se ha procedido a dividir el colon animal, tratado con
corticosteroides, para posteriormente realizar anastomosis e inyeccion de IGF-I,
describiéndose un efecto protector en las anastomosis de los animales tratados con
IGF-I intraperitoneal (63). En esta linea, también se han simulado modelos
experimentales inmunosuprimidos mediante la administracion de micofenolato mofetilo,
estudiandose el comportamiento de la cicatrizacion anastomética de colon en ratas junto
con la administracion de IGF-I con resultados positivos (62). Por tanto, la administracion
exogena de IGF-I en animales inmunodeprimidos puede revertir la alteracion en la
proliferacibn mucosa, determinado sobre todo por el aumento de la profundidad de las

criptas y de las células proliferantes de la mucosa que neutraliza el deterioro de la
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mucosa por agentes inmunosupresores (64). Analisis de hidroxiprolina en el tejido
anastomosado de colon de ratas muestran aumento significativo en los animales
tratados con IGF-I, caracteristica indirecta del aumento de la sintesis de colageno en el
tejido cicatricial (65). La funcién protectora de los GFs se ha demostrado en algunos
trabajos utilizando modelos experimentales de inflamacion e infeccién peritoneal, donde
ratones con incapacidad inducida de la produccion endégena de HB-EGF y peritonitis
secundaria presentan una peor respuesta a la inflamacién causada por la invasion
bacteriana que aquellos ratones con inoculacién exdégena intraperitoneal de HB-EGF,
igualmente mejora la funcién de la barrera intestinal, disminuye la apoptosis celular con
incrementos de la proliferacion de las células epiteliales intestinales, y disminucion de la
translocacion bacteriana (66). Bajo los efectos contraproducentes de peritonitis inducida
se han llevado a cabo anastomosis ileales en modelos de conejo con aplicacion de cola
de fibrina junto con VEGF. Los resultados fueron positivos, con un aumento detectable
de la formacion de nuevos capilares perianastomaéticos que se traduce en un aumento
de la presion de estallido de forma estadisticamente significativa del grupo en el que se

aplica el GF (7).

La incorporacién de los GFs en las suturas que se utilizan para acometer las
anastomosis colbnicas convierten a éstas en vehiculos de los propios GFs. La
administracion por este medio ha demostrado en algunos estudios incremento de la
neoangiogénesis, de hidroxiprolina y depdsito de colageno en fases mas posteriores de
la cicatrizacion (e8). La utilizacién de revestimientos portadores de medicamentos, tales
como el poly (D,L-lactide) (PDLLA), incorpora GFs en la propia sutura que va a ser
utilizada para la realizacion de la anastomosis con resultados prometedores. Como
demuestra la aplicacion de IGF-1 sobre suturas en anastomosis de colon transverso de
ratas, donde no solo se evidencia que se mantiene intacta la bioactividad del GF sino
que, se establece un aumento significativo de la estabilidad biomecéanica de la
anastomosis al tercer dia en el grupo en donde se aplican GFs frente al otro grupo. La
reepitelizacion se hace evidente con mejores resultados y mas prematuramente que en

los grupos no tratados con IGF-I de forma significativa (s).

Se han desarrollado sistemas que tratan de liberar de una forma controlada, continua
y bioactiva GFs determinados sobre anastomosis intestinales. Hirai y colaboradores (69)
administraron FGFb en diferentes concentraciones utilizando laminas de hidrogel, que
tras estudios preliminares parece que engloban toda estas caracteristicas. Los

resultados son positivos en cuanto al incremento de neoangiogénesis perianastomaotica,
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infiltracién de fibroblastos y de la red de colageno en los tejidos anastomosados, lo que
podria aumentar la fuerza anastomaotica durante el periodo postoperatorio.

Resultados muy similares se han obtenido en modelos de colon isquémico
anastomosados, donde se recurre a la administracion de genes de VGF y FGF en el
tejido circundante a la anastomosis mediante la inyeccion de pladsmidos no virales (70).
El aumento de produccién de VEGF local, gracias a la inoculacién de ARN mensajero,
da lugar a unos cambios histolégicos que llevan a un incremento de la cicatrizacion (71).
Aumenta el flujo sanguineo tisular asi como la neoangiogénesis, ademas se detecta un
aumento de la activacién de fibroblastos y deposicién de colageno, con lo que mejora la

presion de ruptura de la anastomaosis (71) (70).

La administracibn de HB-EGF por sonda enteral en ratones con division y
reanastomosis de ileon terminal demuestra un aumento de la presion de estallido de
anastomosis de forma significativa con respecto a los ratones a los que no se le
administra el GF (72). Ademas, aunque no existen diferencias estadisticamente
significativas, se detectan una mayor tasa de complicaciones locales y mortalidad en el
grupo no tratado con GF. El grupo de Radulescu demuestra que la administracion
exdgena de HB-EGF no sélo actia como protector intestinal en condiciones
experimentales, sino que juega un importante papel en la curacion de las anastomosis

intestinales (72).

Un modelo que se acerca mas al descrito en el estudio de la tesis que nos ocupa,
con buenos resultados experimentales, valora varios parametros relacionados con la
cicatrizacion (presion de estallido anastomético, concentracion de hidroxiprolina,
proliferacidn neoangiogénica, analisis histoldégico...) en tejido colénico de conejo
anastomosado. El procedimiento experimental introduce la aplicacion de VEGF
mediante inyeccion en el estrato muscular perianastomaético para compararlo con un
grupo control en el que la inyeccion solo esta formada por cloruro sédico (73). Los
resultados son estadisticamente significativos a favor del grupo experimental con el uso
de GF, con aumento de las presiones de estallido y concentracion de hidroxiprolina sélo

en el 4° dia postoperatorio (73).

Autor Animal n Intervencion GF Tipo de estudio  Parametros Resultados
Ishii, M Conejos 32 Inyeccion VEGF Ensayo Histologia, /MPresion estallido
muscular propia controlado no Presion “Mhidroxiprolina
aleatorizado estallido, (4edia) P<0,05

Hidroxiprolina
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L,z Conejos 128 Aplicacion VEGF Ensayo Histologia, MPresion estallido
superficial Cola controlado Presion (dia 7,14)
anastomosis en fibrina randomizado estallido, “Mhidroxiprolina (dia
infeccion Hidroxiprolina 5,7,14)
inducida J dehiscencia

P<0,05
Fuchs, Ratas 48 Suturas + PDLLA  IGF-I Ensayo Clinica, MPresion estallido
TF cargadas con GF controlado no Biomecanica, (dia 3)
aleatorizado Histologia, P<0,05
Inmunohisto-
quimica

Radu- Ratones 149 Inactivacion gen =~ EGF-HB = Ensayo Presién de “MPresion estallido

lescu, A Sobreexpres. controlado no estallido, (dia 6)

Gen aleatorizado Histologia, Meuracidon

Adminis. SNG Complicaciones histoloégica
“Mangiogénesis
“Mcolageno
(dia 6) P<0,05

Egger, Ratas 68 Inyeccion KGF Ensayo Presion de “MPresion estallido

B peritoneal controlado no estallido, (dia 2,4,7) P<0,05
repetida aleatorizado Criptas y moco,

Histologia,
Hidroxiprolina

Mant- Ratas 80 Inyeccién IGF-I Ensayo Presién de “MPresion estallido

zoros, | peritoneal Corti- controlado estallido, “Mangiogénesis

sona randomizado Histologia, “Mcolageno
Angiogénesis, (dia 7) P<0,05
Hidroxiprolina
Zacha- Ratas 40 Inyeccion IGF-I Ensayo Presion de “MPresion estallido
rakis, E peritoneal controlado no estallido, Mhidroxiprolina
aleatorizado Histologia, N colageno
Angiogénesis, (dia 7) P<0,05
Hidroxiprolina
Egger, Ratas 80 Inyeccion IGF-I Ensayo Presion “MPresion estallido
B peritoneal tKGF controlado no estallido, (dia 2,4,6) P<0,05
aleatorizado Histologia, Co-
ldgeno, Inmu-
nohistoquimica

Adas,G  Ratas 40 Terapia génica VEGF-A  Ensayo Presion de “MPresion estallido

(DNA) FGF-2 controlado no estallido, Mhidroxiprolina
Huma- aleatorizado Histologia, (dia 4) P<0,05
nos Hidroxiprolina

Enest- Zarigéya 29 Inyeccidn local VEGF Ensayo Presion M Angiogénesis

vedt, plasmido no Huma- controlado no estallido, NARNm VEGF

CK viral no aleatorizado Angiogénesis, (dia 10) P<0,05

ARNm VEGF
Rijck- Ratas 120 Suturas IGF-I Ensayo Presién de “MPresion estallido
en, E recubiertasl controlado no estallido, (dia 1)
aleatorizado Histologia, “Mhistologia (dia 7)
Hidroxiprolina Mhidroxiprolina
(dia 7) P<0,005
Inglin, Ratas 63 Inyeccion IGF-I Ensayo Presidn de MProliferacion
RA peritoneal Mico- controlado no estallido, mucosa (dia 2,6)
fenolato aleatorizado Morfometria P<0,005
Mofetil Proliferacion
mucosa

Giusto, Cerdos 8 Inmersion PRP Ensayo Presion de MEpitelizacién

G segmentos PRGF controlado estallido, mucosa (dia 8)
seccionados randomizado Dehiscencia, P<0,005

Histologia

Hirai, K Ratas 18 Laminas FGFb Ensayo Histologia, MPresidn estallido
gelatina controlado no Colageno, P<0,05
hidrogel aleatorizado Presion M Angiogénesis (dia

estallido 3,7y 14) P<0,05
“MFibroblastos (7 y
14) P<0,05
“MColageno (dia 3,7y
14) P<0,05

Tabla 1 Revision de estudios en los que se utiliza GFs en tracto digestivo
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1.2 Histologia del tubo digestivo

El tracto digestivo es un tubo continuo formado por varias secciones que se prolonga
desde la boca hasta el ano. De estas secciones el eséfago, estdbmago, intestino delgado
e intestino grueso presentan unas caracteristicas histolégicas uniformes, ya que, la
pared de todos ellos es laminar compuesta por cuatro capas constantes que, de una
posicion interna a mas externa, son: tinica mucosa, tlnica submucosa, tunica muscular
y tlnica adventicia 0 serosa. La mucosa marca las diferencias mas significativas entre

las distintas partes del tracto digestivo (74).

+» Mucosa

Esta presente a lo largo de todo el tracto digestivo. Desde el espacio luminal, se
compone de un revestimiento epitelial interno o lamina epitelial, a continuacion de un
tejido laxo conectivo subyacente de sostén rico en células llamado lamina propia, y por
ultimo de un tejido formado por células musculares lisas llamado, por tanto, lamina

muscular de la mucosa (74).

Segun en qué tramo nos encontremos, la mucosa aporta una serie de caracteristicas
especiales. Aunque el objetivo principal es aumentar la superficie interna del
intestino y con ello también la capacidad de absorcién, también cumple con otras
funciones importantes como la proteccion o secrecién de diversas sustancias (75). La
capa mas interna de la mucosa esta compuesta por una hoja celular continua, estas
células epiteliales se encuentran unidas entre si por uniones intercelulares, aportando
homogeneidad y un sellado mecéanico del espacio luminal. Su funcion y estructura difiere
enormemente en las diferentes partes del tracto (76). Sin embargo, sera una membrana
delgada de material amorfo situada entre el epitelio y la lamina propia la que establezca

las verdaderas propiedades mecanicas a la mucosa, llamada lamina basal (76).

En elintestino delgado, donde prima la funcién absortiva del alimento, existen unos

rasgos estructurales dirigidos a potenciarla. Para ello se necesita aumentar la superficie
luminal mediante las valvulas de kerckring o pliegues circulares, formados por espesor
completo de la mucosa y nucleo de submucosa que aumentan la superficie intestinal
hasta 3 veces, y las vellosidades intestinales (77). Gracias a su forma de dedo de
guante y a su longitud (oscila entre los 0.5 mm. y los 1,5-2 mm.) permiten aumentar
enormemente la superficie mucosa hasta 5 — 10 veces mas y, por ende, la cantidad de

células epiteliales disponibles para la absorcion. El ndcleo de la vellosidad esta
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constituido por tejido conectivo laxo que proviene de la lamina propia de la mucosa,
numerosas células del sistema inmune y algunas células musculares lisas, ademas de
fibroblastos. Una red importante de capilares sanguineos con endotelio fenestrado se
distribuye por el interior de cada vellosidad, al igual que vasos linfaticos. Este entramado
de capilares permite retirar con gran eficiencia las sustancias que han sido incorporadas
por las células epiteliales (77). Su superficie esta recubierta por epitelio cilindrico simple
formado por enterocitos maduros que dan lugar a un denso borde en cepillo. Si se
observa al microscopio electrénico se pueden apreciar otras estructuras en dedo de
guante, alargadas, paralelas y muy juntas unas de otras denominadas
microvellosidades, que aumentan la superficie intestinal hasta 20 veces (74). En la
base de las vellosidades se encuentran las aberturas de secrecion de las glandulas
intestinales o criptas de Lieberkihn. Estan revestidas por epitelio, al igual que las
vellosidades, y quedan separas unas de otras por tejido conectivo de la ldmina propia.
Las funciones generadoras y secretoras quedan reflejadas por sus diversos tipos
celulares: células absortivas, células madre pluripotenciales, células de la cripta
indiferenciadas, células caliciformes, células de Paneth, células enteroendocrinas y

células M (77).

Existe una poblacion bien definida de células madre en las criptas del epitelio
intestinal, que tiene la capacidad de repoblar todo el epitelio ademas de mantener la
homeostasis. El contacto con las células de Paneth ha sido descrito como un factor

determinante para definir el destino de estas células madre intestinales (7s).

Se ha demostrado que las células epiteliales intestinales, no sélo producen una
amplia gama de citocinas y quimioquinas, sino que también expresan receptores para
estas y otros productos péptidos antimicrobianos (79). Estan sometidas a
autorenovacion, de forma que las interrupciones que ocurren en la mucosa son
reparadas por la migracion e hiperplasia de células epiteliales, con lo que se sella el
defecto y se crea una barrera para bacterias luminales. Dan lugar a una amplia
poblacion de células durante su migracion en el recorrido desde la cripta hacia la
superficie, proliferando y diferenciandose en cada uno de los tipos celulares epiteliales

de la pared de la cripta.

En el intestino, las células epiteliales que llevan a cabo estas tareas de renovacion
estan compartimentadas anatdbmicamente y derivan de una poblacion de células madre
gue proliferan rapidamente, situadas sobre varias posiciones celulares por encima de la
base de las criptas. En el transcurso de unos 4 a 6 dias de vida util, las células de las

criptas no diferenciadas migran fuera de la zona de la cripta proliferativa a lo largo del
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eje denominado cripta-vellosidad, donde adquieren caracteristicas fenotipicas de
enterocitos maduros absortivos antes de someterse a la muerte celular apoptoética y

extrusion en la punta de las vellosidades (go).

La ldmina propia se compone de tejido conectivo reticular laxo que destaca por
su excepcional contenido celular, tanto células libres como fijas, apareciendo en gran
namero linfocitos y células plasmaticas. Se extiende formando el ndcleo de tejido
conectivo de las vellosidades, asi como también ocupa el espacio entre las criptas de
Lieberkiihn. Los abundantes linfocitos de la lamina propia suelen dar lugar a foliculos
solitarios 0 a agregaciones foliculares llamados placas de peyer, presentes sobre todo

a nivel del ileon (74).

En el intestino grueso por el contrario, la membrana mucosa de la superficie luminal

es bastante lisa dado que no posee vellosidades empero se siguen observando
glandulas tubulares, bajo la forma de criptas de lieberkiihn, que son mas largas y rectas
que el intestino delgado (74). Existen aproximadamente 20 millones de estas criptas en
el colon humano, poseen su porcidén secretora en la capa muscular de la mucosa y sus
conductos secretores corren por la lamina propia hasta fusionarse con el epitelio
intestinal. El epitelio es cilindrico alto, aqui son mucho més abundantes las células
caliciformes y siguen distinguiéndose células madres pluripotenciales y células
enteroendocrinas. La lamina propia, compuesta como ya dijimos por tejido reticular rico
en células, es escasa debido a la gran cercania de unas glandulas con otras. Se
observan foliculos linfaticos con mas frecuencia y se pueden extender hasta la
profundidad de la submucosa. La lamina muscular de la mucosa tanto de intestino
delgado como grueso contiene dos capas de fibras, una interna circular y otra mas
externa cuyas células se orientan longitudinalmente. Se repara por migracion e

hiperplasia de las células epiteliales (81).

< Submucosa

Ubicada entre la muscular de la mucosa y la muscular propia, es una capa de tejido
conjuntivo que contiene fibroblastos, mastocitos, vasos sanguineos, vasos linfaticos y
fibras nerviosas del plexo de Meissner. Varia en densidad pero por lo general es laxa,
fundamentalmente fija la mucosa a las capas subyacentes (74) (75). En el intestino grueso,

puede contener cantidades considerables de tejido adiposo (74).

Esta formada principalmente por una red de fibras de colageno y fibras elasticas

entrelazadas, disponiéndose en angulo de 50 grados con respecto al eje longitudinal del
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intestino cuando este permanece en reposo. Esta angulacibn cambia segun exista
mayor o menor diametro intestinal, se trata por tanto de una red flexible que dota de
resistencia a la pared intestinal. El analisis bioquimico de esta capa muestra un
predominio de colageno tipo I, hasta un 68%, un 20% de colageno tipo Il y un 12% de
coladgeno tipo V (82). La molécula de colageno esta compuesta por tres cadenas
polipeptidicas helicoidales entrelazadas entre si, formando una estructura rigida llamada
triple hélice. Cada una de las cadenas contiene 1000 aminoécidos, de los cuales cada
tercer aminoacido es glicina mientras que aproximadamente 100 posiciones son prolina
y alrededor de 100 posiciones son hidroxiprolina. Esto se debe a que, tanto la prolina
como la hidroxiprolina, son aminoacidos ciclicos rigidos que limitan la rotacién de la
estructura de las cadenas polipeptidicas contribuyendo a la estabilidad de la triple hélice.
Por ello, la submucosa proporciona al tracto digestivo la mayor parte de la resistencia
alatraccién, siendo responsable del anclaje de las suturas que mantienen los extremos

del intestino que han sido anastomosados (83).

% Muscular propia

Es la principal responsable de la contractilidad, se compone de dos capas de tejido
muscular liso: una interna con células orientadas circularmente y otra externa que lo
hacen de forma longitudinal, entre ellas se encuentra el plexo de terminales nerviosos o
plexo mioentérico de Auerbach. Cada capa realiza un tipo de contraccién con
funciones diferentes: a) la mas interna provoca desplazamientos del material que se
esta digiriendo hacia adelante y hacia atras, de manera que se mezcle bien con las
sustancias digestivas y también para que se renueve el liquido en contacto con las
células epiteliales b) la externa produce contracciones en forma de onda que provocan

el avance del material en digestion a lo largo del intestino (77).

Ademas del plexo mioentérico, entre las capas circular y longitudinal del intestino
delgado y colon, se encuentra un reticulado de células ramificadas denominadas
células intersticiales de Cajal, que también se han descrito en la muscular propia 'y la
submucosa. Son células mesenquimales en forma de huso o estrella con procesos
ramificados largos a las que se les atribuye el papel de marcapasos del intestino,

regulando la motilidad intestinal.

% Adventiciay serosa

Es una membrana serosa compuesta por epitelio plano simple o mesotelio junto

con tejido conectivo submesotelial subyacente, denominada subserosa. Compuesta
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por una delgada capa de tejido conectivo recubierta por epitelio plano simple o células
mesoteliales del peritoneo (77). Existen segmentos del tracto digestivo que no poseen
serosa y pierden la proteccion que esta capa confiere, se denominan por tanto

extraperitoneales (esofago y tercio inferior del recto).

1.3 Cicatrizacion

Frecuentemente se ha tomado el proceso de cicatrizacién de la piel como modelo
representativo y esencial para explicar la cicatrizacion en otros tejidos del cuerpo, sin
embargo, actualmente se advierten diferencias significativas entre el proceso que ocurre

en la piel y el que ocurre en el tracto digestivo.

El proceso de cicatrizacion tiene muchos elementos comunes entre los distintos
tejidos corporales, pero a su vez, también existen diferencias tisulares que determinan
variaciones sustanciales en la misma. En el tejido del sistema digestivo ciertas
caracteristicas fisiolégicas apoyan una mayor rapidez del proceso de cicatrizacion
llegandose de forma méas temprana a dotar de resistencia a las heridas intestinales.
Algunas de éstas caracteristicas incluyen su estructuraciéon en capas multiples, la
fuerza tensil que aporta la serosa en el sellado de la linea de sutura, el contenido de
microorganismos intraluminales, la sintesis de colageno por los fibroblastos y que
caracteristicamente también lo producen las células del musculo liso en el tracto
digestivo, los efectos reguladores de diversas sustancias implicadas y el peculiar

suministro vascular del tracto digestivo (83) (84).

Todas las capas intestinales juegan un papel importante en el proceso de
cicatrizacion de la anastomosis. Entre ellas, la submucosa es de gran importancia
porque es fuente de fibroblastos, que se activan después de la cirugia gastrointestinal
con el posterior depdsito de colageno, proporcionando la mayor resistencia a la traccion
de las cuatro capas intestinales. A nivel de la serosa, el inicio de la primera fase y con
ella de la hemostasia da lugar a un tapon de fibrina, que sirve como andamio para la
infiltraciéon celular. La importancia de la mucosa ha pasado inadvertida, sin embargo,
representa la mayor reserva de macréfagos de los tejidos intestinales, cuya ausencia
prolongada o disfunciéon perjudica la cicatrizacion de anastomosis. Por otro lado, la
interaccion entre bacterias y mucosidad luminal y la mucosa también son importantes
para mantener la homeostasis necesaria para que se pueda producir la cicatrizacion.

Todo este proceso de curacion implica un precio importante en el metabolismo
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energético, especialmente en la mucosa y las capas musculares (8s).

Se sucede una progresion ordenada y equilibrada de eventos (Fig.1) (coagulacion,
inflamacién, sintesis y deposicion de matriz, angiogénesis, fibroplasia, epitelizacion,
contraccion y remodelacion) en donde plaquetas, fibroblastos y células epiteliales,
endoteliales e inflamatorias actan de forma conjunta para restaurar la barrera epitelial
y reestablecer la homeostasis de la mucosa. Ademds, también se produce
concomitantemente una activacion coordinada de mediadores que facilitan y colaboran
en la regulacion de estos eventos. Se incluyen lipidos y proteinas tales como lipoxinas,
resolvinas, protectinas, maresinas, prostaglandinas, citoquinas y anexinas. De forma
general se acepta incluir todos estos eventos en tres fases bien diferenciadas: fase

inflamatoria, fase proliferativa y fase de remodelacion (ss) (87).

Hemostasia
Plaquetas, Fibrina

Inflamacion
MNeutrofilos,
Macréfagos, Citoquinas

\ J

oy

Fase proliferativa
Angiogénesis, sintesis colageno, Re-epitelizacion

. -

Remodelacion
Contraccion

1hora 1dia 3 dias 1semana 1 mes 1afio

Fig.1 Evolucién temporal fases de la cicatrizacion

Fase de inflamacidén y hemostasia

Una vez que se produce el dafio en la pared intestinal, la principal consecuencia es
la pérdida de la funcibn como barrera de la misma, quedando expuestas células
subepiteliales inmunocompetentes de la lamina propia a las bacterias y antigenos
luminales, escenificado en la exposicion de polisacaridos endotoxicos producidos por
Escherichia Coli a macrofagos de la ldmina propia intestinal. Se inicia una respuesta
celular y vascular con lafinalidad de reclutar localmente células inflamatorias y generar
los mediadores involucrados. Estos acontecimientos se prolongan durante los dos o

tres primeros dias tras del inicio del dafio (ss).
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En primer término, la respuesta vascular da lugar a vasoconstriccion inicial y
posteriormente vasodilatacién que aumenta la permeabilidad capilar tratando de
facilitar la llegada de componentes celulares inflamatorios como neutrofilos y
macrofagos. Paso fundamental en la curacion de las heridas, ya que, producen y liberan
factores quimiotéxicos especificos. Provocando, en segundo término, una infiltracién
linfocitaria que se encarga de fagocitar y eliminar detritus y bacterias. Por ultimo, los
numerosos factores liberados causan la migracién y divisién de las células que estan
implicadas en la fase proliferativa subsiguiente (89). De forma concomitante, se activa la
coagulacion para detener la hemorragia y se liberan factores para atraer las células que
fagocitan los detritus, las bacterias y el tejido dafiado y que ademas liberan factores que
inician la fase proliferativa (Fig.2). Son claves la liberacion del factor de crecimiento
derivado de las plaguetas (PDGF) y los factores de crecimiento transformadores (TGF-

a1y TGF-a2) que atraen células inflamatorias (leucocitos, neutréfilos y macrofagos) (90).

Activacion
Vasocons cascada Macro
triccién  coagulacién Linfocitos fagos

DANO 030
TISULAR 510" 7030 DIA
dia
Vasodila  Neutréfilos CéLT
tacion helper

Fig.2 Evolucién temporal fase inflamatoria de la cicatrizaciéon

e Papel de las plaquetas (1°y 2° horas)

La inflamacién esta inducida y mantenida por la infiltracion de células inmunes como
células T, macréfagos y neutrofilos en la mucosa intestinal, y otras células no inmunes

como plaquetas.

Lo primero que sucede es la adhesion de las plaquetas al tejido intersticial. La
exposicion del colageno fibrilar desde el epitelio dafiado y la liberacion de mediadores
inflamatorios como la trombina por células endoteliales inducen la activacion plaquetaria
y su degranulacién, iniciando la activacion de la cascada de la coagulacion que

conduce a la formacién del trombo de fibrina y de una matriz extracelular provisional (91).
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La trombina interviene en dos eventos importantes, por un lado es un potente
inductor de la degranulacién de plaquetas, a través de la cual una gran variedad de
mediadores bioactivos son secretados, y por otro lado, tiene la capacidad de atraer mas
plaquetas a la zona lesionada (92). Se liberan péptidos que intervienen en la agregacion
plaguetaria como fibrindbgeno, fibronectina y trombospondina, otros factores
intervienen en la adhesién plaquetaria como el factor de Von Willebrand. Todos estos
mediadores permiten adherirse unas a otras y agregarse formando una masa. La fibrina
y fibronectina se enlazan y forman un codgulo que atrapa proteinas y particulas.
Inicialmente este coagulo previene futuras pérdidas sanguineas, pero mas tarde
también es el principal soporte estructural para la herida hasta que se deposite el
colageno. Las células migratorias usan este codgulo como una matriz para avanzar a
través de ella, las plaquetas se adhieren a esta y secretan factores como citoquinas y
factores de crecimiento que estimulan a las células acelerando su tasa de divisién
celular. Este proceso queda limitado por la prostaciclina, que producida de forma
simultdnea por las células endoteliales inhiben la agregacién. Eventualmente, el
coagulo sufre lisis y es reemplazado por tejido de granulacion y posteriormente por
colageno.

También liberan sustancias vasoactivas como serotonina, bradiquinina,
prostaglandinas, tromboxanos e histamina. Son potentes quimiotaxicos y citoquinas
promotoras del crecimiento, mejoran la respuesta inflamatoria por el reclutamiento de
células inmunes, la activacion de células inmunes y/o células no inmunes y la liberacion
de radicales de oxigeno, capesinas y enzimas que degradan la matriz extracelular (92).
La liberacion de tromboxanos y prostaglandinas hacen que el vaso sanguineo entre en
espasmo para prevenir la pérdida sanguinea y concentrar células inflamatorias y
factores en el area dafada (ss). Esta vasoconstriccién dura de 5 a 10 minutos y es
seguida por vasodilatacion que es maxima alrededor de 20 minutos tras la produccién

de la herida.

La degranulacion plaquetaria también inicia la cascada del complemento con la
formacion de complejos C3a y Cba, son potentes anafilotoxinas que promueven la
liberacion de histaminas, basofilos y mastocitos (ss). Es importante porque la histamina
esta involucrada en la vasodilatacién que ocurre a continuacion de la vasoconstriccion.
De manera que los vasos sanguineos se vuelven porosos y hacen que el tejido se torne
edematoso a causa de la fuga proteica desde el torrente sanguineo al espacio

extracelular, incrementando la carga osmatica que atrae agua dentro del area. Dicha
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porosidad también facilita el ingreso de células inflamatorias como los leucocitos en la
herida a partir del torrente circulatorio.

Las plaquetas producen ademas importantes factores de crecimiento (GFs) en la

zona dafiada como el factor de crecimiento plaquetario (PDGF), factor de crecimiento
transformador beta (TGF-B), factor de crecimiento transformante alfa (TGF-a), factor de
crecimiento fibroblastico (FGF), factor de crecimiento epidérmico (EGF), factor
plaguetario 4 (PF4), factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF), factor de
crecimiento semejante a la insulina (IGF), factor de crecimiento de hepatocitos (HGF)

(93).

e Polimorfonucleares (1°y 2° dias)

Durante esta fase inicial de migracién de leucocitos, los neutréfilos y macrofagos
activados eliminan restos de tejidos, células muertas y otros microorganismos
invasores. También producen citoquinas y quimioquinas que amplifican la respuesta
de curacién de la herida, tienen funcién mitogénica y quimiotactica dirigidas a las células
endoteliales, las cuales rodean la lesién y forman nuevos vasos sanguineos y migran

hacia el centro de la ulceracion (92).

Los son el primer tipo celular reclutado, acuden a la zona dafiada
aproximadamente a las 6 horas de producirse la lesion tisular. Representan la célula
inflamatoria méas abundante en la etapa inicial de la curacién de la herida, concretamente
durante los dos o tres primeros dias. Se acumulan formando una primera linea de
defensa contra infecciones locales e inician el desbridamiento sintetizando y secretando
hidrolasas y proteasas. Por un lado, tienen accidn bactericida liberando radicales libres
de oxigeno y por otro lado son capaces de limpiar la herida fagocitando detritus y
bacterias, también mediante la secrecion de proteasas que rompen el tejido dafiado.
Una vez finalizada su funcién sufren apoptosis para seguidamente ser fagocitados y

degradados por los macrofagos.

La migracion de neutréfilos guarda correlacion con estimulos quimiotacticos
especificos, tales como el factor estimulador de colonias de granulocitos y
macrofagos (GM-CSF), interleuquinas (IL) (como la IL-8: atrae y activa), la calicreina
y los fibrinopéptidos, que aumentan la expresion del complejo dimérico CD11/CD18.
La activacion de la degranulacion de neutrdéfilos libera citoquinas inflamatorias y
profibrogénicas, posteriormente mueren y se continla con el reclutamiento de

macrofagos, que también pueden producir IL-8 ellos mismos contribuyendo a su
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autoreclutamiento. La rapida acumulacion de neutrofilos puede ser acelerada por otras
sustancias quimiotacticas como algunos péptidos, un ejemplo de ello es el péptido N-

formilmetionil derivado de proteinas bacterianas, y productos del complemento (89).

Una vez que los neutrdfilos salen al intersticio, suceden las interacciones “célula-
célula” y “célula-matriz” favorecidas por las integrinas o receptores de superficie de
los neutrofilos. Asi se inicia la funcién de fagocitosis de bacterias y proteinas de la matriz
por medio de la liberacién hidrolasas, proteasas y lisozimas, y la produccion de
radicales libres de oxigeno. Finalmente, los neutréfilos agotados quedan atrapados en
el codgulo y se disecan con él, y los que permanecen en tejido viable mueren por

apoptosis y son removidos por los macréfagos o fibroblastos.

Los Jinfocitos, ademas de la interpretacién como células efectoras inmunolégicas
gue producen una respuesta especifica contra antigenos, son capaces de producir GFs
particulares como el FGF-b y EFG. Estan presentes en nimero elevado durante todo el
proceso de curacion, hasta la constitucion de una subpoblacién principal de leucocitos
después del dia 14, es el que mas activamente va a influir en los procesos de la
reparacion del tejido y remodelacion (s9).

Otros leucocitos que entran al &rea dafiada son las células T ayudadoras, secretan

citoquinas para incrementar la inflamacion, la vasodilatacion y la permeabilidad capilar

y la actividad de los macrofagos.

e Macrofagos

Los monocitos de la sangre periférica se infiltran en el lugar del dafio intestinal en
respuesta a agentes quimiotacticos como el PDGF, por ejemplo. La liberacion de
factores procedentes de las plaquetas, asi como la fagocitosis de los componentes de
la célula, tales como la fibronectina o coldgeno, contribuyen a la activacion de los
monocitos transforméndolos en los macrofagos que son la célula principal implicada en

el control del proceso de reparacion (93).

La migracion y activacion de macrofagos guarda relacion con la expresion de la
proteina quimiotaxica de monocitos 1 (MCP-1), también son atraidos a la herida por
GFs liberados por las plaquetas y otras células. Reemplazan a los polimorfonucleares
(PMN) en la herida dos o tres dias después del inicio de la respuesta inflamatoria, se
estimula y promociona su crecimiento por medio de citoquinas (89) pasando a adquirir un

papel esencial en el proceso de cicatrizacién. En base a su comportamiento, esta
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respuesta puede ser pro-inflamatoria (M1), que no favorece la cicatrizacion de heridas
e incluso las perjudica, o anti-inflamatoria (M2), contribuyendo a la cicatrizacién de
heridas. Una variacion en el indice de M2 / M1 puede influir en el resultado de la curacion

anastomatica (ss).

Ademés de tener un papel en la fagocitosis de los fragmentos de células, los
macréfagos secretan factores quimiotacticos que atraen otras células inflamatorias al
sitio de la herida y producen prostaglandinas que funcionan como vasodilatadores
potentes que afectan a la permeabilidad de los microvasos (93). Cuando es activado pasa
a ser la principal célula efectora en el proceso de reparacion de tejidos al degradar y
eliminar bacterias y los componentes del tejido conectivo dafiado, tales como colageno,
elastina y proteoglicanos, gracias a la liberacion de proteasas. En el momento que
estan unidos a la matriz extracelular sufren un cambio fenotipico y se transforman en
células reparadoras adquiriendo un papel fundamentalmente secretor de un nimero
importante de GFs y otras citoquinas, especialmente durante el tercer y cuarto dia tras
el inicio del trauma. El bajo contenido de oxigeno de la herida les induce a producir
factores como el PDGF, TGF-a y B, el FGF, VEGF y IGF-1, que atraen las células
involucradas en la etapa de proliferacién, estimulan la sintesis de componentes de la
matriz extracelular producidos por fibroblastos, promueve el crecimiento de vasos

sanguineos del tejido circundante y estimulan las células que reepitelizan la herida (93).

La expresion de citoquinas tales como interleuquina 6 (IL-6), interleuquina 1 (IL-
1), factor de necrosis tumoral a (TNF-a) e interferén y (IFN-y) se han observado en
fases tempranas de la reparacion de las heridas intestinales, por tanto, desempefian un
papel importante en este proceso. Comparando su evolucién temporal en la cicatrizacién
de diferentes tejidos se sospecha que la curacion de heridas intestinales es mas rapida
que en otros lugares como por ejemplo la piel, lo que se atribuye a la diferencia en la
expresion de citoquinas y GFs entre las diferentes localizaciones (94) (95). EI TNF-a es
liberado principalmente por los macréfagos, es esencial en la iniciacion de la cascada
inmune durante la respuesta a la herida, mientras que el IFN-y es liberado por células
natural Killer (células NK), linfocitos T y macréfagos, dirigido a aumentar la poblacion de
macréfagos localmente y la activacion de neutrdfilos con el fin de implementar la
citotoxicidad e intensificar la respuesta inflamatoria local mediante la liberacion de IL-

1B, 6xido nitrico (NO) y la produccion de TNF-a en macrofagos (94).
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Fase de proliferacion

La fase comienza en el 2° dia desde que se produce el dafio en la pared intestinal y
puede extenderse hasta el dia 14. Se caracteriza por una proliferacion y migracion de
diferentes tipos celulares que conduce a la formacién de la MEC, angiogénesis,

reepitelizacion y contraccién de la herida (Fig.3) (96).

El omento mayor juega un papel critico en la anastomosis intraperitoneal
envolviendo la linea de sutura, suméandose a la produccion de tejido de granulacion (s3).

A diferencia de lo que ocurre en la piel, tanto los fibroblastos como las células del
musculo liso de la pared intestinal fabrican colageno. La mayor parte del que se produce
normalmente en el tracto gastrointestinal se deposita en mayor concentracién en la
submucosa ya que son las células del musculo liso de la lamina propia las que lo
producen y mantienen. Por ello, la mayor fuerza de las capas de la pared del intestino
se encuentra en la submucosa, siendo la responsable del anclaje de las suturas que

mantienen unidos los bordes del defecto.

Fibroplasia+
Tej.granulacion Colageno Contraccion
o_
14-21 dfas  2°2° 7-14 dias 2 i 2-3 semanas
dia di
SEGUNDO 140
DIA DIA
J0.50 2030
dia 7-14 dias dia
Activacién/ Neovasculari
Migracién zacion
Fibroblastos

Fig.3 Evolucién temporal fase proliferativa de la cicatrizacion

e Fibroplasiay formacion del tejido de granulacidn (2°-3° dia)

La fibroplasia es el proceso por el cual el tejido parenquimatoso normal es
remplazado por depdsito de nuevos componentes de la MEC. Asi, se acumulan células
inflamatorias, células endoteliales, fibroblastos y miofibroblastos, y se forman nuevos
vasos sanguineos y nueva MEC. Su composicion es diferente con respecto a la del
tejido normal formada por fibronectina, colageno, glicosaminoglicanos y proteoglicanos.

Los principales componentes son fibronectina y acido hialurénico, que hidrata
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sobremanera la MEC y facilita la migracion celular. Esta matriz es provisional y luego es
reemplazada por otra que se parece mas a la del tejido normal.

Simultdneamente con la formacién de este tejido de granulacion tiene lugar la
activacién, migracion y acumulacion de fibroblastos en la herida. Ocurre desde los
2 a los 5 dias después de producirse el dafio, cuando la fase inflamatoria esta
finalizando, y alcanza su mayor poblacion 1 a 2 semanas después de la lesion. Al final
de la primera semana, los fibroblastos son las células mas comunes en la herida (ge), la

fibroplasia termina de 2 a 4 semanas después de iniciado el proceso.

Los fibroblastos de la ldmina propia de la pared intestinal proliferan y migran desde
el tejido normal de los margenes de la herida para luego depositarse en la matriz de
colageno y diferenciarse a miofibroblastos. Depositan moléculas en la MEC como
glicoproteinas, glicosaminoglicanos (GAGS), proteoglicanos, elastina, y fibronectina que

usan luego para migrar a través de la herida.

La hipoxia de la zona de la herida y la liberacién de citoquinas por las plaquetas y
macrofagos contribuyen a la estimulacion de la secrecién de GFs como PDGF, TGF-B1,
IGF-I, EGF, FGF) y VEGF (97) que estimulan la proliferacion, la migracion al lecho de la
herida y la produccién de moléculas extracelulares por los fibroblastos (os). El
estimula la liberacion de proteasas séricas (plasmina y plasmindgeno del suero y
activador del plasmin6geno) y colagenasas (MMP-1 o metaloproteinasa de la matriz;
MMP-2 o gelatinasa y MMP-3 o estromalisina) generando un sistema proteolitico que
degrada la matriz facilitando el desplazamiento celular, mientras el induce la
secrecion de inhibidores de las proteinasas, actuando como controladores del
proceso de degradacion de la matriz. La fibronectina, que puede ser sintetizada en
gran cantidad por los miofibroblastos, es esencial y el principal responsable para la
induccion de la migracion autocrina de miofibroblastos intestinales de forma dosis-
dependiente, es decir, a mayor concentracion de fibronectina mayor sera la migracion

de miofibroblastos (97).

Los fibroblastos presentan una heterogeneidad fenotipica, que se acentia méas en
aquellos localizados en la pared intestinal, ya que algunos poseen caracteristicas de
células diferenciadas de musculo liso llamadas entonces miofibroblastos. Se definen
morfol6égicamente e inmunoldgicamente por la expresion de proteinas del citoesqueleto
99). Algunas de estas caracteristicas especificas radican en los microfilamentos de
actina que protruyen en el citoplasma y la capacidad de formaciéon de conexiones

intercelulares mediante uniones adherentes y tipo gap. Juegan un papel importante en
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el crecimiento del tejido y en la contraccion de la herida (91). Existen dos tipos de
miofibroblastos: por un lado, los miofibroblastos subepiteliales localizados
principalmente en la lamina propia de la base de las criptas intestinales, por otro lado,
las células de cajal, que tienen un fenotipo miofibroblastico, localizadas en la
submucosa y en la muscular propia. Forman una red tridimensional mediante la
comunicacion de unas con otras con uniones adherentes y gap, pero también mantienen
conexiones con células epiteliales a través de fenestraciones en la membrana basal.

Por ultimo, también interactian con macréfagos intestinales (91).

Una de las mas importantes tareas de los fibroblastos es la produccion de
(colageno |, lll y VI), este es el que incrementa la fuerza de la herida porque antes de
su depdsito lo que sostiene la herida cerrada es el coagulo de fibrina-fibronectina que
no ofrece mucha resistencia. En la piel, la produccién de coldgeno se restringe a los
fibroblastos, mientras que en el tracto gastrointestinal también las células del masculo
liso contribuyen a su formacion (9). Ademas, parece que existen condiciones y
estimulos externos distintos que condicionan mayor o menor produccion de colageno
por los fibroblastos intestinales comparados con los que se encuentran en la piel (100).
Normalmente la mayor parte del colageno que se produce en el tracto gastrointestinal
se deposita en mayor concentracion en la submucosa debido a que las células del
musculo liso de la lamina propia son uno de los tipos celulares que lo producen y
mantienen. Por ello, la mayor fuerza de las capas de la pared del intestino se encuentra
en la submucosa, siendo la responsable del anclaje de las suturas que mantienen

unidos los bordes del defecto.

La produccién es mas notable a partir del segundo y tercer dia tras el dafio epitelial
y es maxima desde la primera hasta la tercera semana. La produccién de colageno
continua durante dos a cuatro semanas, a parir de aqui se frena al incrementarse su
destruccioén, las colagenasas y otros factores estan implicados su degradacién y
destruccion. Inicialmente la sintesis excede a la degradacion llegandose gradualmente
a un equilibrio, comienza asi la fase de maduracién. La granulacion se detiene, los
fibroblastos disminuyen y empiezan a sufrir apoptosis, convirtiendo el tejido de
granulacion de uno rico en células a uno que contiene principalmente colageno. Esto

marca el fin de la fase de granulacion.

Numerosos estudios han demostrado una reduccion de la fuerza de los margenes
de la herida intestinal durante los primeros 3-4 dias (101) (96). Esto esta relacionado
principalmente al aumento de la actividad de colagenasa en el sitio de la herida (102),

pero también influyen otros factores como la reorganizacién de fibras de colageno
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inducida enziméticamente. Asi, la inhibicion de la union de las fibras de colageno
disminuye la fuerza de la anastomosis intestinal, aunque la cantidad de total coladgeno
permanezca sin alterar (96). Ademas, la reduccion de la resistencia se correlaciona con
la infiltracion de neutrdfilos, ya que las proteasas derivadas de neutrofilos y los radicales
libres de oxigeno realizan cambios en la MEC y contribuyen a cambios en la fuerza de
la herida. Después de 3 a 4 dias, la produccion de coldgeno y la acumulacion son
evidentes dentro de la zona de la herida intestinal. Este aumento de coldgeno esta

asociada con un rapido aumento de la fuerza neta de los méargenes de la herida (ss).

También se han estudiado otros elementos de la matriz extracelular, cuya alteracién
pueden estar en relacion con la debilidad de la anastomosis en el periodo de curacion
temprano. Los efectos de la fibronectina sobre las glucoproteinas, que tienen un papel
potencial en la reparacion del tejido, sobre el acido hialurénico asi como sobre los
glucosaminoglicanos, que varian en contenido y composicion, parecen estar vinculados

a inestabilidad de la anastomosis (103) (87).

e ANQiogénesis (2-5° dia)

La angiogénesis 0 neovascularizacion es un proceso dinamico y bien regulado que
consiste en la formacién de nuevos vasos sanguineos a partir de la vasculatura
preexistente (104). El tejido vascular representa hasta el 60% del total del nuevo tejido
formado para la reparacion (93). Desempefia un papel central en el proceso de
cicatrizacion de la anastomosis, ya que aporta el oxigeno y los nutrientes necesarios
para el metabolismo celular local, asi como péptidos y células necesarios para continuar
con el proceso de curacion. Tras la lesion, las células endoteliales de la
microvasculatura se activan por hipoxia y factores proangiogénicos, los mas importantes
reguladores de angiogénesis son el VEGF) y el TGF-B1 producidos principalmente por
células endoteliales y macrofagos. El estimula la proliferacion de células
endoteliales y media la actividad del enzima éxido nitrico sintasa de las células
endoteliales. Aunque su funcién principal sea el estimulo de angiogénesis, VEGF
también ejerce efectos no angiogénicos, como el estimulo y migracion de fibroblastos

(96).

La formacion de los nuevos vasos sanguineos requiere degradar la MEC
circundante en un primer momento, luego una fase de migracion y division celular o
proliferacién y finalmente se deben reestablecer los contactos célula-célula. Para
hacerlo, necesitan colagenasas y activador del plasmin6geno que degraden el codgulo

y parte de la MEC (104). Las metaloproteinasas dependientes del zinc digieren la
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membrana basal y la MEC para permitir la proliferacion celular. Los componentes de la
matriz como la proteina acidica, rica en cisteina de la matriz celular (SPARC) liberado
por fibroblastos y macrofagos, junto a la trombospondina y la tenascina son
considerados proteinas antiadhesivas porque desestabilizan las interacciones célula-
matriz. Las células endoteliales también son atraidas por la fibronectina encontrada en
la fibrina y por los GFs liberados por otras células (105. La vasculogénesis esta
intimamente ligada a la capacidad de movilizacién del progenitor de células endoteliales
de la médula ésea a las zonas dafiadas (104). Gracias al desarrollo de pseuddpodos
(prolongaciones o falsos pies) las células endoteliales avanzan a través de la matriz

extracelular a la herida.

La hipoxia estimula el crecimiento endotelial, asi como la presencia de &cido lactico
en la herida. En un ambiente bajo en oxigeno, los macréfagos y las plaquetas producen
factores angiogénicos que atraen las células endoteliales quimiotiacticamente. Cuando
el ambiente hipoxico cede, estas células paran de producir factores angiogénicos. Asi,
cuando el tejido es adecuadamente perfundido, la migracién y proliferacién de las
células endoteliales se reduce. Los capilares sufren una regresion por tumefaccion
mitocondrial en las células endoteliales de los extremos distales de los capilares, luego
adherencia plaquetaria a las células endoteliales y finalmente ingestion de los capilares

necrosados por los macréfagos.

e Epitelizacion

Paralelamente a la angiogénesis, dentro de las 24-48 horas después del dafio de
la pared intestinal, se inicia la epitelizacion de la herida. Es un complejo conjunto de
eventos que ocurren de forma coordinada dirigidos a restaurar la barrera epitelial que
protege el tejido subyacente de bacterias y antigenos intraluminales (96). Estos eventos
se van solapando, aun asi, se pueden clasificar en restitucion epitelial, proliferacion

epitelial y diferenciacion celular.

La restitucion epitelial se produce transcurridos minutos a horas tras el dafo, pero
las células epiteliales requieren tejido viable para migrar a través de él, entonces si la
herida es profunda, primero debe ser llenada con tejido de granulacion. Atendiendo a
este hecho, el inicio de la migracion de las células epiteliales es variable (s1). Se produce
normalmente por debajo de una capa suprayacente de mucosidad protectora
compuesta de mucina, otras proteinas y lipidos en un fluido rico en bicarbonato

superficiales al defecto epitelial (go).

Pagina |45



Introduccién
]

Como paso inicial, las células epiteliales localizadas en la zona de la lesién de la
pared intestinal comienzan a desdiferenciarse y a cambiar fenotipicamente (so0). De
tal manera que se desprenden del aparato de adhesion para separarse de las células
circundantes y de la membrana basal, pierden la polaridad columnar para tomar una
forma aplanada y comienza una remodelacién del citoesqueleto de actina-miosina con
desarrollo de proyecciones llamadas lamelopodios. Todos estos acontecimientos son

necesarios para migrar rapidamente y cubrir el 4rea dafiada (so).

El movimiento dentro de una MEC es un proceso de multiples etapas que requiere
cambios en la estructura del citoesqueleto, adherencias y depende de los constituyentes
de la MEC (106). Por eso para que las células epiteliales puedan desplazarse requieren
en primer lugar de la extension de unas protrusiones celulares llamadas pseudopodia,
cuyas superficies recubiertas por integrinas van a interaccionar con ligandos transitorios
de la MEC subyacente para crear adhesiones temporales matriz-célula, y en segundo
lugar de una traccion celular mediada por el citoesqueleto de actina-miosina de las
proyecciones, de forma que van avanzando hacia la direccién correcta a través de la
MEC por traccion, mientras que en la zona trasera celular se van desprendiendo las
adherencias transitorias matriz-célula (107) (81). Las células epiteliales trepan una sobre
otra para migrar, las primeras células que se fijan a la membrana basal forman el estrato
basal. Estas células basales continlan migrando a través del lecho de la herida y las
células epiteliales también se deslizan sobre ella. La fase de reepitelizacion sigue al
tejido de granulacién, a medida que las células epiteliales migran a través del nuevo

tejido, forman una barrera entre la herida y el medio luminal.

Las células solamente migran sobre tejido vivo, deben secretar colagenasas y
proteasas como las MMPs para disolver partes dafiadas de MEC en su camino. A
medida que las células epiteliales intestinales (IECs) migran, nuevas células epiteliales
se forman en los bordes de la herida para reemplazarlas, estimuladas por las integrinas
y las MMPs, en una tasa 17 veces mayor de lo habitual. Las células epiteliales también
tienen la habilidad de disolver el codgulo y fagocitar el tejido muerto y bacterias que de

otra manera obstruirian su paso.

Las integrinas son receptores de superficie celular que interactdan con la MEC y
median diversas sefalizaciones intracelulares. Definen forma, movilidad y regulan el
ciclo celular, normalmente anclan la célula a la membrana basal reorganizando su
citoesqueleto y son liberadas desde los filamentos intermedios de la célula y reubicadas
en los filamentos de actina para servir como fijacién a la MEC de forma transitoria para

la migracion durante la pseudopodia, algunas de ellas (Integrina 11 e Integrina 21) se
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unen a los dos tipos de colageno mas importantes, colageno tipo | y tipo IV (107); (108).
Ademas, tienen un importante papel en la regulacion de la formacion y degradacion de
la MEC.

Las IECs migran hasta que se encuentran con las células epiteliales del otro lado de
la herida en la parte media de la misma, este mecanismo de inhibicion de contacto es el
gue detiene la migracion. Entonces, se generan las proteinas que forman la nueva
membrana basal y se produce la union estrecha entre las células gracias a una red
compleja y organizada de multiples proteinas que incluyen ocludinas (ZO-1, ZO-2).
Este fendmeno es clave para volver a recuperar la funcién barrera de la mucosa. Tras
la restauracion de las interacciones de unién intercelulares, la repolarizacion epitelial y
en Ultima instancia la rediferenciacion comienza la estimulacion de la proliferacion

epitelial para restaurar la capacidad funcional de la mucosa (o).

Todo este conjunto dindmico esta regulado por proteinas de la familia Rho GPTasas
tales como RHO, RAC y Cdc42 (109). Son reguladores claves de la migracién a través
de sus efectos directos e indirectos en la reorganizacion de la actina del citoesqueleto
en células que emigran, donde las proteinas RAC y Cdc42 son importantes para la
formacién de pseudopodia y RhoA es crucial para la formacion de fibras de traccion para
la contractilidad de actina y miosina (106). Por otro lado, las proteinas inhibidoras de la
apoptosis (IAPs) inducen citoproteccién, migracion celular y proliferacion celular de
sistemas formados por células no epiteliales, sin embargo, se han identificado proteinas
inhibidoras de la apoptosis, en concreto la llamada tipo 2 (IAPs2), expresadas en
colonocitos humanos. Adquiriendo el papel de promotor de la restitucion de las IECs, de

importancia para la cicatrizacion de heridas en el colon humano normal (110).

La proliferacién ocurre en forma superpuesta a la migracién con el objetivo de
aumentar significativamente el numero de enterocitos y colonocitos disponibles, seguido
por la etapa de diferenciacion celular. Estan implicados mudltiples GFs, citoquinas
inmunorreguladoras y péptidos que controlan la cicatrizaciéon de heridas intestinales
actuando sobre la restituciéon o proliferacion epiteliales. Muchos de estos factores
promueven la reparacion del tejido por un aumento de la produccion del TGF-f3, sin
embargo otros factores tales como los péptidos de la familia trébol (TFF) y proteinas de
la familia de las galectinas promueven la curacién de heridas por un mecanismo

independiente de la accion del TGF- (111).
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e Contraccion

Alrededor de una semana tras el dafio epitelial la herida comienza un proceso a
través del cual se hace més estrecha, esta puede disminuir de un 40% a un 80% pero
no es simétrica, generalmente tiene un eje de contraccién que permite una mayor
organizacion y alineamiento de las células con el coldgeno. Los fibroblastos se
diferencian en miofibroblastos y la herida comienza a contraerse gracias a ellos, estos
establecen una fijacion desde los bordes de la herida y los contraen usando un
mecanismo similar al de las células musculares lisas. Es clave en el proceso de
cicatrizacion porque limita el area de epitelio dafiado que tiene que ser restituido

finalmente (91).

Un cierre rapido de la herida es importante para reducir el tiempo en el que se
interrumpe la barrera natural de la pared intestinal, disminuyendo la translocacion
bacteriana dentro de la mucosa intestinal (91). El pico maximo de contraccién se presenta
de los 5 a 15 dias de la lesion y puede durar varias semanas, e incluso contindla aun

cuando la herida ya est4 reepitelizada completamente.

Inicialmente la contraccién ocurre con los fibroblastos, mas tarde estimulados por
los GFs, se diferencian en miofibroblastos, los cuales son semejantes a las células del
musculo liso e incluso contiene el mismo tipo de actina que el musculo liso, y son
totalmente responsables de la contraccion. Los miofibroblastos situados en las
inmediaciones de las criptas intestinales forman un nicho de células madres epiteliales
y regulan la diferenciacion de células epiteliales. Ademas, orquestan muy diversas
funciones en el intestino, estdn involucrados en el crecimiento y reparacion,
tumorogénesis, inflamacion y fibrosis. Cuando ocurre la lesion, los miofibroblastos
adultos se reponen a partir de varias fuentes: mediante diferenciacion o activacion de
los fibroblastos residentes, mediante desdiferenciaciéon de células de musculo liso y
adipocitos perivasculares, mediante transicion de células epitaliales y endoteliales a
células mesenquimales y, por Ultimo, mediante células madre derivadas de la médula

Osea (112).

Los miofibroblastos son atraidos por la fibronectina y los GFs, se mueven a lo largo
de la herida enlazados a la fibrina y a la fibronectina en la provisional MEC para alcanzar
los bordes. También la endotelina 1 estimula la contraccién y la migracién de los
miofibroblastos subepiteliales del colon a través del receptor de la endotelina mediado
por la fosforilacion de la miosina (113). La contraccion de la herida se consigue cuando

forman multiples conexiones con la matriz, con los bordes de la herida y entre ellos, lo
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gue les permite traccionar la matriz reduciendo el tamafio de la herida, asi agilizan el

cierre de la herida.

Finalmente, los miofibroblastos paran de contraerse y sufren apoptosis. La ruptura
de la matriz provisional lleva a la disminucion del acido hialurénico y al incremento del
condroitin sulfato, que gradualmente hace que los miofibroblastos dejen de migrar y
proliferar. La reepitelizacion y la contraccion de la herida no explican completamente el
cierre de todo el defecto producido, circunstancia que ha dado un papel a la secrecion
y depdsito de condroitin sulfato (114). Estos eventos sefialan el inicio del estadio de

maduracion de la cicatrizaciéon de la herida.

Fase de remodelacion

Comienza al mismo tiempo que la fibroplasiay continGa durante meses y afios
(115), durante esta el colageno es remodelado y realineado a lo largo de las lineas de
tension, las células que no se requieren mas son eliminadas por apoptosis. Depende de
una equilibrada produccion y degradaciéon de los componentes de la MEC. Los
miofibroblastos son las células predominantes de la mucosa que sintetizan
fibronectina, acido hialurénico, proteoglianos y colageno de la MEC, mientras que
la degradacion es mediada por encimas proteoliticas derivadas de distintos tipos
celulares, de las cuales la familia de las MMPs representan los mas importantes (91).
Con el tiempo la fibronectina y el acido hialurénico van desapareciendo por accién de

las enzimas proteasas y hialuronidasas respectivamente.

Durante la maduracién, el colageno tipo Ill, que se deposité durante la proliferacion,
se degrada gradualmente y a cambio se deposita colageno tipo |, que es mas fuerte.
La fuerza tensil de la herida se incrementa a un 50% del tejido normal a los tres meses
del inicio del proceso, al final alcanza una fuerza tensil hasta un 80% del tejido normal
debido a que los colagenos fibrilares forman haces fibrosos que aumentan mucho la

fuerza tensil del nuevo tejido.

Las MMPs, endopeptidasas dependientes del zinc, son las encargas de degradar
el colageno inicialmente depositado. Se secretan como proformas inactivas, luego cada
enzima madura tiene preferencia por diferentes proteinas de la MEC. Algunos MMPs,
como la colagenasa (MMP-1), las gelatinasas (MMP-2 y MMP-9) y la estromalisina
(MMP-3) estan hiperactivas en las zonas cercanas a la anastomosis intestinal cuando

estas no se han realizado en condiciones cuidadosamente asépticas. Este aumento de
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funcion de las MMPs provoca la degradacién de proteinas de la MEC del tejido
submucoso donde se anclan las suturas de la anastomosis, pudiendo favorecer la
debilidad de la misma (116).

Al final, la actividad celular disminuye y el tejido conjuntivo cicatricial se torna rico en
colageno, pobre en células y vasos sanguineos. La regresion de tubos capilares
excesivos en la herida refleja la diferenciacion del tejido de granulacion y el tejido

cicatricial final (96).

1.4 Anastomosis intestinal

Evolucidn histérica

Desde la antigiiedad, la unién de los segmentos del tubo digestivo para la restitucion
del transito intestinal ha sido uno de los pilares fundamentales de la cirugia digestiva.
Su obijetivo es dar continuidad al paso del contenido intraluminal de una forma estanca,
evitando la filtracion y la obstruccion de su contenido. Desde los inicios, hace mas de
200 afios, se ha pasado de un procedimiento que implicaba una alta mortalidad y
morbosidad a ser un procedimiento rutinario y seguro. Para ello ha sido necesaria una

evolucién no solo de la cirugia experimental sino de otras disciplinas médicas (117).

Las anastomosis intestinales conocidas mas tempranas fueron en realidad fistulas
intestinales internas que partian de una base patoldgica, ya que, se producian a partir
de complicaciones de enfermedades intestinales o de traumas penetrantes que dieron
lugar a las mismas (118). Esta forma de tratamiento fue introducida por Philipp von

Hohenheim Bombast Teofrasto hace 5 siglos (117).

Los antecedentes a la realizacion de la primera sutura intestinal retroceden a 1717
cuando Johannes Palfijn se da cuenta que las heridas intestinales son propensas a
curar con la adhesion firme entre capas serosas de los extremos, aunque no lleg6 a esta
conclusion mediante la sutura de los mismos. Esto dio pie a la primera anastomosis
intestinal documentada realizada por Philipp F. Ramdohr en 1727. Casi 70 afios mas
tarde un anatomista francés, Marie-Francois-Xavier Bichat, continla esta linea de
estudio y demuestra la importancia de la adhesion de las capas serosas intestinales
frente a otras (117). Mas tarde se introducen varias ideas que comenzaron a sentar las

bases de una correcta técnica anastomaética de la mano de Antoine Lembert, que
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introdujo en 1826 la aposicion serosa o el concepto de asepsia propuesto por Lord
Joseph Lister en 1867. Otro hito que impulsé el aumento de la realizaciébn de
anastomosis de una forma determinante y mas generalizada fue la introduccién de la

anestesia por William Morton en 1846 (117).

En la reunion de la Société Royale de Médicine en Marsella en 1826, Felix-Nicholas
Denans introdujo un procedimiento nuevo para la realizacion de anastomosis en modelo
animal mediante la realizacion de una anastomosis término-terminal utilizando un anillo
metalico de plata o zinc, llamado anastomosis por compresion. Su principio se basa en
la colocacién de dos anillos contrapuestos que presionan el tejido a anastomosar entre
si, de forma subsiguiente se produce una isquemia y el desprendimiento de los extremos
grapados liberando al lumen intestinal los anillos colocados inicialmente (119). En el
mismo afio, Lembert desarrolla un método de union de segmentos intestinales mediante

suturas invertidas que procuraba el enfrentamiento de una serosa contra la otra (118).

Desde entonces este nuevo concepto de anastomosis por compresion sigue su
evolucion de la mano de cirujanos como Bonnier, con la creacién de nuevos dispositivos
en 1885, y Murphy que desarrolla en 1892 el “boton de Murphy” (Fig.4). Se trataba de
producir una necrosis limitada en los extremos que se iban a abocar mediante la
colocacion de dos anillos circulares sujetos mediante sendas bolsas de tabaco
enfrentados uno al otro. Se utilizaron ampliamente desde su presentacion, sin embargo,
rapidamente se evidenciaron sus limitaciones que radicaban principalmente en la
estenosis anastomotica y en la presencia de cuerpo extrafio metalico que permanecia
intraluminalmente hasta que se desprendia con el tejido necrético, ademas se
describieron casos de necrosis en la zona anastomosada (120). En este contexto a finales
del siglo XIX, surge el cirujano germano Billroth que realiza exitosamente la primera

anastomosis intestinal manual (121).

Fig.4 a) Botdn de Murphy b) Disposicién en la anastomosis
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Muchos de los principios usados actualmente en la realizacion de anastomosis
intestinales se deben a Halsted dados a conocer en 1887. Algunos de gran importancia
como el reconocimiento del papel de la submucosa de la pared intestinal como
responsable destacable del aporte de la fuerza donde se anclan los puntos de suturas

al realizar las anastomosis.

No es hasta la primera década del siglo XX cuando comienzan a desarrollarse
instrumentos quirdrgicos capaces de grapar tejidos, que han ido evolucionando hasta
las maguinas modernas que encontramos en la actualidad. Los investigadores se han
empleado a fondo para disefiar un método de anastomosis que excluya la posibilidad

de fugas anastomoticas después de realizar una anastomosis intestinal.

Los dispositivos de grapado quirdrgicos se introdujeron por el hingaro Humer Hiiltl

con la ayuda del ingeniero aleman Victor Fischer, en 1908 presentan el primer
dispositivo con grapas de acero inoxidable ideado para realizar anastomosis
enterogastricas (121). En 1921 el Dr. Aladar Von Petz, discipulo de Hiiltl, modifica el
instrumento anterior haciéndolo menos pesado y mas facil de manejar incorporandole
un artilugio similar a una ruleta, al girarla secuencialmente desplazaba una pieza sobre
un riel provocando el grapado doble del tejido situado entre sus dos extremos
contrapuestos (122) (Fig.5). Este instrumento va adquiriendo modificaciones posteriores,
desarrolladas por cirujanos como el Dr. Friederich que ingenia un sistema de cartuchos
que cargan de grapas el instrumento, a otros doctores como Sandor en 1936, Tomada

en 1937 y Nakayama en 1954 (122).

Fig.5 Dispositivo de Von Petz

En la década de los afios 50 estos instrumentos experimentan un importante
revulsivo de la mano de algunos cirujanos rusos. Gudov crea una magquina para suturas

vasculares en 1950, que es posteriormente adaptado por el Androsov para su
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utilizacion en cirugia digestiva (122). Se trata de maquinas de autosutura con cartuchos
de grapas muy similares a los que existen actualmente. Tanto es asi que, en 1960 el

cirujano ruso Kalinina presenta la primera maquina de autosutura circular, con la cual

era posible realizar anastomosis término-terminales en zonas quirdrgicamente
complejas por su situacion o caracteristicas como anastomosis esofago-yeyunales,
esOfago-gastricas o rectales. Sin embargo, este dispositivo presentaba algunos
inconvenientes importantes como la dificultad de mantener la limpieza y esterilizacién
del instrumento, la eficacia de corte de la cuchilla y su desgaste, y principalmente porque
s6lo aplicaba una hilera de grapas con inversion de la anastomosis termino-terminal. A
pesar de todo era un instrumento muy ingenioso que dio pie a los actuales instrumentos
circulares de seccion y grapado. Mas tarde fue modificado en la ciudad de Lille por el
Dr. Vankemmel (123). Sin embargo, a pesar de los resultados comparables en cuanto a
mortalidad, dehiscencia de anastomosis e infeccién con las suturas manuales, la tasa

de estenosis se situaba en niveles sensiblemente aumentados.

Mark Ravitch, estadounidense de la Universidad de Pennsylvania, realiza en 1958
un viaje a Rusia y descubre los instrumentos de grapado que se estaban comenzando
a desarrollar, sobre todo en cirugia pulmonar (122). Tomando como modelo estos nuevos
instrumentos, introduce mejoras globales en cuanto a materiales mas adecuados
basados en aleaciones de metales, las recargas de grapas para su reutilizacion es mas
facil y agil sin tener que desmontar el instrumento, mejor disefio articular y rotatorio de
diferentes secciones que lo hacen adaptarse a zonas de mayor complejidad, se

incrementa también la seguridad (124).

En 1963 y 1964 se produce un impulso definitivo cuando Ratvich comienza a
trabajar con Félix Steichen y fundan una compafia dedicada a fabricar y desarrollar
estos instrumentos: en este contexto se informa en 1977 del uso exitoso de una
grapadora circular entre segmentos terminales del tracto digestivo con una doble linea
de grapas y en 1978 se presenta un instrumento modificado para mayor comodidad
similar a una pistola totalmente desechable (122) (Fig.6). Todo esto posibilitd que a partir

de 1983 estos instrumentos fueran difundidos ampliamente (125).

El concepto de anastomosis por compresion ha continuado en el pensamiento de
los investigadores. Por ello, en 1980 Knight y Griffen realizaron la primera anastomosis
rectal por doble engrapado, lo cual resulté en un significativo impacto, sobre todo en la

cirugia colorrectal que dio paso a que otros investigadores evolucionaran el dispositivo.
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Fig.6 Instrumento mecéanico grapador circular

En 1984 Kanshin et al. desarrollan el dispositivo AKA-2 para anastomosis
transanales, que funciona de forma similar a los dispositivos de grapado endoanales
pero incluyendo dos anillos de plastico que sujetan el tejido y presionan los extremos
uno contra el otro mientras que un eje cortante secciona el tejido sobrante (119). Hardy
y colaboradores presentan en 1985 el primer estudio experimental en el que se utiliza
un anillo biodegradable para la construcciéon de una anastomosis (BAR), el cual contiene
algunas de las caracteristicas basicas del “botéon de Murphy” pero con menos
complicaciones demostradas (120). A dia de hoy prosigue la evolucion y recientemente
se ha descrito un nuevo método basado en un clip anastomético de comprension (Hand
CAC) (Fig.7). El clip es eliptico de 30 mm de didmetro y esta formado por una aleacion
de niquel-titanio que se coloca en los extremos seccionados colocados en paralelo de

forma anisoperistaltico (126).

Fig.7 Dispositivo Hand CAC

Actualmente se estan llevando a cabo ensayos en animales para la colocacion de

dispositivos autoorientados de base magnética para la realizacion de anastomosis
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intestinales, estos dispositivos ya han demostrado ser prometedores en anastomosis

biliares y vasculares (119).

Técnicas actuales: sutura manual y mecanica

La correcta realizacion de una anastomosis digestiva esta sujeta a una serie de
condicionantes, tanto locales como sistémicos, pero ademas debe cumplir unos
principios fundamentales. Estos principios tienen que ver con la realizacién adecuada
de la anastomosis que procuren unas condiciones perfectas para favorecer la

cicatrizacién (127):
» |os cabos a anastomosar deben estar bien irrigados
= deben ser similares en cuanto a diametro

= las capas intestinales deben ser coincidentes y estar bien enfrentadas
(mucosa con mucosas, submucosa con submucosa, muscular con muscular,

serosa con serosa)
= deben realizarse de forma hermética
» evitar tensidn y angulaciones en la sutura

= comprobar que no exista obstruccion distal intestinal con respecto a la

anastomosis

A nivel local, algunas caracteristicas anatomicas y fisioloégicas influyen en la
realizacion de la anastomosis. Por un lado, no todos los segmentos del tubo digestivo
se comportan igual cuando se confecciona una anastomosis y, por otro lado, la
localizacién del segmento a anastomosar implica una mayor o menor dificultad, como
ocurre a nivel del eséfago y del recto. Ademas, las condiciones en que se realicen
también son un elemento a tener en cuenta, es importante realizarlas en un ambiente

aséptico y sin presencia de liquidos patoldgicos como material purulento o ascitis.

A nivel sistémico existen situaciones que potencialmente pueden tener relacion con
peores resultados anastométicos. Algunos pueden ser mas o menos modificables como
inestabilidad hemodindmica, desnutricibn proteico-calérica, hipoalbuminemia,
administracion de farmacos inmunosupresores o que alteran la cicatrizacion (ej.-

corticoides). Otras enfermedades sistémicas no pueden ser evitadas, aunque si
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optimizadas de cara a una inminente intervencion: diabetes, EPOC, insuficiencia renal,

insuficiencia hepatica, HIV...

Otros aspectos influyentes, que dependen sobre todo del cirujano y su experiencia,
se centran en las caracteristicas técnicas en la realizacion de la anastomosis y el
tipo de material utilizado para realizarla. Con lo que las anastomosis se pueden clasificar
dependiendo de estos criterios (127):

1. Segun la forma en la que abocan los segmentos del tacto digestivo
involucrados en la reconstruccién: anastomosis termino-terminales, termino-
laterales, latero- terminales o anastomosis latero-laterales (se nombra primero el

segmento del tracto digestivo proximal).

2. Segun la técnica que empleemos en su confeccion podemos hablar de
anastomosis mediante sutura manual, sutura mecanica (grapadora),
mecanismos 0 instrumentos de compresién, pegamentos biolégicos vy

termofusion.

3. La forma de aplicarlos sobre el tejido: sutura con puntos sueltos o
separados versus sutura continua, en un plano o en dos planos, puntos

extramucosos o de espesor total.

4. Segun los materiales utilizados para las suturas manuales. A)Tipo
reabsorbible: acido poliglicélico, poliglactina 910, polidioxanona (PDS),
poligliconato y poliglecaprona. B) irreabsorbible: polipropileno.

5. En las anastomosis mediante grapadoras mecdanicas: doble linea de
grapado, separacion entre unidad de grapado y tamafio de grapas metalicas

utilizadas.

SUTURA MANUAL

En la actualidad, la sutura manual forma parte fundamental en la actividad del
cirujano digestivo. Existe una gran variedad de técnicas para realizar suturas manuales
en la anastomosis intestinal que va a depender de ciertos aspectos a eleccion del
cirujano que la realiza (normalmente basados en su propia experiencia) como: el
material de sutura utilizado, el formato de sutura aplicado (tamafio, espesor, distancia y
tension de los puntos; configuracion del punto y la posibilidad de utilizar puntos

invertidos y evertidos), anastomosis en uno o dos planos, suturas continuas o
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entrecortadas y la posicién de los extremos intestinales enfrentados (128); (127). La sutura
ideal seria aquella que no genera rechazo y por tanto no causa inflamacion,
manteniendo la adecuada tensién durante el proceso de cicatrizacion, sin riesgo de
contaminacion al pasar por los tejidos y que proporcione un manejo sencillo.

A. Materiales de sutura

A lo largo del tiempo se han utilizado muchos materiales para la construcciéon de la
anastomosis como la seda, el lino o el catgut... (128). Actualmente existen unos
materiales mas modernos reabsorbibles que son bien tolerados por los tejidos y
mantienen la fuerza tensil durante el tiempo suficiente para que se produzca el proceso
de cicatrizacién: el acido poliglicélico, poliglactina 910, PDS, poligliconato y
poliglecaprona. Ademas el material ideal debe procurar escasa reaccion histoldgica y la
minima adherencia bacteriana al material de sutura, criterios que cumplen aquellas
suturas que estan formadas por un unico filamento (monofilamento) en contra de las
formadas por mdltiples filamentos (multifilamento) (128). Las Gltimas innovaciones en
suturas incluyen el transporte de células madre mesenquimales junto con doxiciclina,
gue parecen tener resultados prometedores aunque a dia de hoy no concluyentes (129)

(130).

B. Confeccion de la sutura

Se pueden utilizar muchas variantes para la confeccién de la anastomosis:

» Suturas continuas frente a puntos entrecortados. Las suturas de
puntos sueltos pueden ocasionar menos isquemia sobre el tejido, permite la
aposicion del tejido exacto y minimiza el riesgo de la implantacién de las células
malignas (131). Mientras que las suturas continuas son mas rapidas de realizar e
igualmente eficaces incluso en situaciones anatomicas mas complejas (132). La
mayoria de los estudios que realizan una comparativa entre estos dos tipos no
evidencian de forma significativa cuél es la mejor técnica en cuanto a menos
complicaciones secundarias (128). Aunque algunos estudios con grandes series
inciden en que la anastomosis intestinal con puntos entrecortados sigue siendo
el gold standard, excepto en algunas localizaciones mas dificultosas, como en

uniones colorrectales (133).

» En cuanto a la distancia que deben tener los puntos con respecto al
borde seccionado se establece que distancias de 5y 10 mm es adecuada con

buenos resultados. La configuracion de los puntos empleados depende de otros
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aspectos como el espesor englobado, pudiéndose distinguir entre puntos de
espesor total o sero-submucosos, sin embargo, no parece que existan
diferencias en cuanto a mayor incidencia de dehiscencia de suturas entre ambos.
Finalmente la tension empleada es otro elemento diferencial entre cirujanos, ya
gue, una mayor tensién podria disminuir la fuga de anastomosis pero como

contrapartida también puede comprometer la irrigacion del tejido anudado (128).

= Suturas en un plano o en dos planos. La técnica en un plano consiste
en enfrentar los extremos intestinales mediante una Unica sutura, ya sea
continua o entrecortada, o por medio de puntos totales 0 sero-submucosos (131).
Sus ventajas potenciales pasan por consumir menos tiempo en su realizacion,
generar menos reaccion de cuerpo extrafio, menor isquemia y un coste menor
(134). Si agregamos una segunda sutura de refuerzo en las capas externas, tipo
sero-serosa y normalmente mediante puntos entrecortados, se define la técnica
en dos planos. Con intencion de aumentar la estanqueidad y disminuir la tension
sobre la linea de sutura anterior (134). Sin embargo, al comparar las dos opciones
técnicas no existen diferencias significativas que demuestren la superioridad de
una frente a la otra. Aunque en términos de tiempo y econémicos parece que la

técnica en un plano ofrece algunas ventajas a considerar (135).

= Un aspecto que queda mas claro es la necesidad de realizar las suturas

intestinales mediante puntos invertidos y no evertidos (136).

SUTURA MECANICA

La anatomia de la anastomosis intestinal grapada se asemeja a la
anastomosis manual tradicional en dos planos, de manera que las grapas mantienen los
extremos unidos invertidos hasta que se produce la cicatrizacion (131). Desde su
introduccion a principios del siglo XX no han dejado de evolucionar (122), ofreciendo
actualmente una alternativa importante a la sutura manual. Por un lado, el material de
titanio con el que estan confeccionadas las grapas, que quedaran incluidas en el tejido,
causa menor reaccion inflamatoria y por tanto menos reaccién de cuerpo extrafio. Por
otro lado, los tiempos quirdrgicos se acortan, se pueden emplear en localizaciones
anatémicas mas complejas y las anastomosis mantienen una mayor uniformidad. Se ha
producido mas notoriamente un gran impacto tras la introduccion en la cirugia colorrectal
y esofagica. Pero no todo son ventajas, el alto coste de estos instrumentos mecanicos
hace que no se puedan utilizar de forma generalizada e incluso justificar su uso en

aquellas localizaciones donde se puede realizar una anastomosis manual con total
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seguridad (125), ademas se ha descrito un mayor riesgo de sangrado y estenosis en las

lineas de sutura (137).

Los instrumentos se dividen fundamentalmente por el dibujo que forma la seccion y
el grapado que producen, diferencidndose en circulares y lineales. Formas que se
utilizaran segun la coyuntura anatomica y el tipo de anastomosis que se pretende
realizar: término-terminal, término-lateral o latero-lateral, en funcién de la posicién de los
extremos enfrentados. Estos instrumentos han ido adaptando su fisionomia para su

utilizacion por via laparoscoépica en las mismas condiciones de seguridad y versatilidad.

Ademads, existen otras diferencias sustanciales en cuanto a las caracteristicas de
las grapas que varian en su nuamero, anchura, profundidad de la grapa cerrada y la
distancia entre las grapas. De esta forma se puede adecuar cada tipo de grapa con las
particularidades del tejido. Cuestién esta importante, ya que la grapa debe ajustarse
perfectamente a la longitud y espesor del tejido para lograr una correcta hemostasia sin

llegar a isquemizarlo.

Actualmente no existe una superioridad comparativa entre los grupos de técnicas
manuales y mecanicas, tampoco se ha podido demostrar hasta la fecha que exista
mayor numero de complicaciones de las suturas realizadas manualmente o
mecanicamente, independientemente de la localizacion de la anastomosis. Y por tanto,
la eleccion de unas u otras técnicas se debe mas a la preferencia y experiencia del
cirujano, junto a factores econdmicos y de disponibilidad (138). Sin embargo, si queda
claro que el avance de las suturas mecéanicas ha aportado la posibilidad de realizar
anastomosis en situaciones anatdmicas muy complejas donde anteriormente no podian
realizarse con total seguridad e incluso en cirugia colorrectal se han podido evitar
cirugias mas radicales en favor de la reconstruccién del transito intestinal muy distal.
Ademas con el auge de la cirugia laparoscépica se han acortado mucho los tiempos
quirargicos realizando un abordaje menos invasivo pero obteniéndose unas
anastomosis del tracto digestivos seguras y fiables, tanto como las suturas manuales

(137).
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1.5 Modelo experimental en el estudio de

anastomosis intestinales

Modelos animales

El significado y validez con respecto a la utilidad en términos de “extrapolaridad” de
resultados generados en un modelo animal depende de la seleccion de un apropiado
modelo animal. Un buen conocimiento de la anatomia y fisiologia comparadas es una
ventaja obvia para desarrollar un correcto modelo animal. Para lo cual debe

seleccionarse la especie, raza, cepa o estirpe mas adecuada

A lo largo de los afios se ha pretendido estudiar la cicatrizacion y la fuga
anastomaética con el objetivo de disminuir sus tasas o estudiar aquellos factores que
pueden favorecerla. Para ello se han ideado técnicas y suturas de nueva confeccién o
se han utilizado materiales o sustancias que refuercen la anastomosis como
pegamentos, parches de distintos materiales, instrumentos mecéanicos, stents (139);
(140)... que son aplicados inicialmente en un modelo animal experimental. Sin embargo,
es dificil extrapolar los resultados de estos estudios experimentales a los seres
humanos. La anatomia y la fisiologia de los seres humanos son distintas a los modelos
animales, ademas las caracteristicas fisiopatolégicas que reune el ser humano, contexto
en el que se produce el fallo de anastomosis, es dificil de imitar en un modelo animal
(141). Por tanto, un aspecto importante que se debe tener en cuenta al plantear un estudio
de experimentacion es el modelo animal ideal a utilizar, que sea extrapolable a las
caracteristicas humanas y que esté normalizado. Cada especie animal tiene
caracteristicas propias que pueden convertirse en criterios de eleccion para el
investigador. Obviamente, para realizar un experimento eficaz, deben conocerse esas

caracteristicas.

Durante décadas se han propuesto y utilizado diferentes modelos animales con este
fin empero, lejos de llegar a un consenso, esto ha conducido a una heterogeneidad
anatémica y fisiol6gica. Actualmente parece que sigue sin encontrarse un modelo que

sea realmente practico, valido y reproducible (142).

A priori parece que los cerdos son los animales disponibles anatdbmicamente mas
comparables para los experimentos quirdrgicos, siendo una de las mayores areas de
investigacion quirargica la de los trasplantes de érganos. Su piel ha sido ampliamente

estudiada en ensayos de cirugia plastica reconstructiva y en estudios de fisiopatologia,
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por ser mas similar a la humana que otras especies. Ademas, son animales muy
prolificos, que se adaptan bien a cualquier entorno y alcanza la pubertad a una temprana
edad, caracteristicas que facilitan su uso como animal de experimentacion. No obstante,
pueden resultar menos adecuados por su dificil manejo debido al tamafio que adquiere

y Su caracter agresivo.

Los roedores presentan unas caracteristicas que los hacen muy adecuados para su
uso en laboratorio por su pequefio tamafo, prolificidad, su facilidad de manejo y
mantenimiento. Elraton es el mas conocido y utilizado en la experimentacion in vivo en
biologia y medicina, muchos expertos lo consideran el modelo animal casi perfecto
porgue tiene una alta tasa reproductiva con un corto periodo gestacional, es de facil y
econdémico mantenimiento, su genoma es perfectamente conocido y es uno de los
animales mas sofisticados que pude ser utilizado para investigacion (143). Ademas,
presenta otras caracteristicas experimentales, como la susceptibilidad de desarrollar
tumores y escasa longevidad, que los hacen adecuados en estudios en otros campos
como en toxicologia, inmunologia y oncologia. Una revision sistematica realizada en
2011 analiza las caracteristicas de varias especies animales para seleccionar el modelo
mas adecuado para el estudio de la dehiscencia de anastomosis coldnica, concluyendo

que el ratén se acerca mas al modelo idoneo dadas sus caracteristicas (144).

No obstante, en publicaciones posteriores la tendencia es utilizar la rata,
probablemente por la menor complicacion técnica dado su mayor tamafio (145), utilizada
también en investigaciones nutricionales, comportamentales, endocrinolégicas y muy
utilizado en microcirugia. A pesar de ello, la rata manifiesta una respuesta clinica muy
disminuida comparada con lo que ocurre en el humano, produciéndose menor tasa de
peritonitis y/o abscesos intraabdominales secundarios a fuga anastomotica de lo que
cabria esperar (146). Esto puede explicarse por varias circunstancias, por un lado, la rata
es mas resistente a las infecciones de forma general y, ademas posee un sistema
inmune intraabdominal més eficiente. Y, por otro lado, la gran consistencia fecal de la
zona mas distal del colon de la rata disminuye el nimero de fugas clinicas, e incluso
fugas producidas en zonas méas proximales (colon transverso) también han sido muy
resistentes a provocar una clinica florida (141). De esta forma, en roedores e incluso en
otros modelos animales, la tasa de dehiscencia anastomética espontanea cuando estas
se realizan técnicamente perfectas es muy baja y no es comparable a la anastomosis
de colon en condiciones clinicas en humanos. En modelos de roedores y porcinos,
incluso las anastomaosis colonicas dehiscentes primarias no logran reproducir la historia

natural de las fugas anastomoticas y sus graves consecuencias comparables al
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escenario humano (147). A pesar de estos inconvenientes, las ratas se consideran como
un modelo de experimentacion muy adecuado para estudios que evallan las
caracteristicas anastométicas y su comportamiento (141) (148), debiéndose utilizar los
criterios y los métodos adecuados para determinar la efectividad del sellado

anastomotico en la cicatrizacion del colon.

Parametros de mediciéon

En estudios experimentales se desarrolla frecuentemente la observacion y
descripcion de parametros meramente histolégicos que se correlacionan con el
proceso de cicatrizacion de los tejidos. Se comparan los acontecimientos que ocurren
en la cicatrizacion cutanea normal, que son los mas estudiados y por tanto conocidos,
con los que ocurren a nivel de otros tejidos, en este caso del tejido gastrointestinal. Se
lleva a cabo un examen histolégico donde se analizan: la reepitelizacién de la mucosa,
la infiltracion de células inflamatorias tanto neutréfilos como células gigantes, la actividad
fibroblastica, el deposito de colageno y la neovascularizacion o neoangiogénesis (ss).
Mediante la observaciébn y estudio microscopico de cortes representativos de
anastomosis de colon bajo tincion con hematoxilina-eosina y tincion tricromica de
Masson. Sin embargo, este método tiene el inconveniente de no ser cuantificable de
forma exacta y estar sometido en gran medida a la subjetividad por parte del evaluador
(149). En fases iniciales de la cicatrizacién, histolégicamente se observa una fuerte

infiltracion de células polimorfonucleares como neutréfilos, eosindfilos e histiocitos sobre

todo en la lamina propia de linea de anastomosis y circundante al material de sutura,
acompafiado de edema. Luego comienza a hacerse evidente la migracién de
fibroblastos que se describen en los bordes anastomosados y la angiogénesis que se

visualiza en la submucosa. A continuacién, se reconocen los puentes de fibras de

colageno que se extienden desde las capas submucosas de un borde al contralateral
de la herida. A partir del séptimo dia aproximadamente, el edema va desapareciendo y

se advierte un tejido de granulacién bien organizado que va envolviendo el material

utilizado para la sutura de la anastomosis, formando una reaccion a cuerpo extrafio
donde abundan las células gigantes, y puede observarse cémo los macréfagos estan
presentes para retirar las células y el tejido sobrante en el proceso de cicatrizacion. Para

gue mas adelante, se aprecie la regeneracion epitelial completa con sus células

columnares glandulares (ss).

Muy extendida en la experimentacion es la utilizacion de parametros biomecanicos

para medir la resistencia de las suturas, mediante pruebas de presion de rotura y de
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resistencia a la traccion de la anastomosis (150). No se puede establecer una correlacion
de los resultados obtenidos al utilizarlas en la misma fase de cicatrizaciébn anastomotica
(151). En el primer caso se trata de aumentar la presion intraluminal progresivamente
mediante la instilacion de suero fisioldgico hasta alcanzar la rotura, de esta forma se
evalla la integridad y el riesgo de producirse una fuga. Dado que la presién de rotura
aumenta progresivamente una vez realizada la anastomosis colénica puede ser un
método Util para detectar cambios tempranos en la misma (150), coincidiendo con la fase
inflamatoria (152). La fuerza ejercida durante la prueba de presién a la rotura es similar a
la que se produce de forma natural intraluminalmente contra la sutura anastomotica,
aplicandose a lo largo de toda la circunferencia interna (153). En contraste, la resistencia
a la traccion consiste en aplicar una fuerza de traccién perpendicular a la linea de
anastomosis creciente (de 0,03 a 0,05 N/s) hasta alcanzar la rotura (152). Aunque existe
variabilidad entre diferentes autores, es menos sensible para detectar cambios durante
los 3-4 primeros dias tras la realizacién de una anastomosis colénica (150) (154), pudiendo
ser mas idénea en el periodo comprendido entre los 7 y los 28 dias postoperatorios (150),
relacionado con fases mas avanzadas de la cicatrizacibn como proliferacion y
maduracion (152). A partir de los 14 dias postoperatorios la resistencia se atribuye mas
claramente al proceso de cicatrizacion en lugar de a la sutura aplicada (155). Con la
utilizacién de dispositivos precisos en modelos experimentales se han estimado los
valores de presion de rotura y de resistencia a la traccién de una anastomosis mediante
el estudio de varias variables: presion de rotura, la resistencia a la traccion minima y la
resistencia a la traccion maxima. Al contrario de lo que se afirma anteriormente, el
calculo de la resistencia a la traccion minima, es decir la fuerza de traccibn minima
necesaria para provocar una rotura parcial de la anastomosis, parece ser el parametro
recomendado para evaluar la curacion de la anastomosis colénica (151).. Cuando
disminuye la resistencia anastomética no se puede establecer una correlacion directa

con el contenido de colageno de la misma durante el proceso de cicatrizacion (155).

Como se ha explicado, en la curacion de las heridas también intervienen los
fibroblastos que reemplazan la matriz extracelular provisional formada en las fases
iniciales de inflamacion por un tejido de granulacién rico en coldgeno. Por tanto, la
sintesis y degradacion de este material puede interpretarse como marcadores de la
cicatrizacion de la anastomosis. La presencia de coladgeno se advierte de forma indirecta
mediante la deteccion de hidroxiprolina. Esta se correlaciona con la cantidad de

colageno depositado o sintetizado (156).
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La presencia de hidroxiprolina era especifica para el coldgeno hasta que ha sido
descubierto en otras proteinas como: elastina, C1q (un subcomponente del sistema del
complemento) y acetilcolinesterasa. Aun asi, es un aminoacido que se encuentra casi
exclusivamente en el colageno, por ello la cantidad de hidroxiprolina se toma como
medida de colageno que contienen los tejidos. En la anastomosis intestinal, la
concentracion de hidroxiprolina que se mide se puede usar generalmente como
parametro bioguimico de la cicatrizacion de la misma. Sin embargo, la interpretacién de
estos datos debe hacerse con cuidado y moderacion, ya que, a lo largo de la longitud
del colon la cantidad de coldgeno es bastante variable y ain mas en las anastomosis
intestinales, como se ha demostrado en muchos estudios sobre el metabolismo del
coldgeno usando modelos animales. Ademdas, no proporciona informacion sobre
subtipos, madurez y por tanto tampoco ofrece datos de la fuerza adquirida por el nuevo
tejido. Por tanto, la detecciébn de prolina, hidroxiprolina o metaloproteasas, segun
algunas publicaciones, son marcadores menos especificos y con una relacion indirecta

con la sintesis y la destruccion del colageno (149).

Para algunos autores, la utilizacion de nuevos elementos medibles para cuantificar
el grado de cicatrizacién, como las moléculas de procolageno y de telopéptido terminal
del colageno tipo I, abren nuevas puertas para cuantificar el grado de cicatrizacion de
heridas intestinales, pudiéndose emplear como marcadores de sintesis y de
destruccion, respectivamente. Las técnicas de radioinmunoanalisis pueden identificar la
cantidad de colageno tipo | depositado en el tejido célico tomando estos marcadores
como indicadores del metabolismo del colageno (157). Un estudio realizado por Alamo
JM y colaboradores comprobd un aumento en el metabolismo del colageno reflejado en
un incremento estadisticamente significativo tanto en los niveles de sintesis como de
destruccién, probablemente este aumento de destruccién del colageno se deba al
momento en el que se realizo el andlisis, solapandose tanto el momento de produccién

de colageno por parte de las células fibroblasticas como la fase de remodelacion (149).

1.6 Dehiscencia de anastomosis intestinal

Definicion e incidencia

La definicion mas aceptada universalmente es la propuesta en 1991 por el United
Kingdom Surgical Infection Study Group como “la salida de contenido intraluminal

desde launion quirurgica de dos visceras huecas”. Estos contenidos pueden salir a
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través de heridas o drenajes o acumularse en la vecindad de la anastomosis. Sin
embargo, esta definicion contintia ofreciendo una vision muy general y no cuenta con
otros aspectos que también se relacionan con la dehiscencia de anastomosis como los
hallazgos radiolégicos, la clinica del paciente o el tratamiento necesario. Por ello en
2001 Bruce y colaboradores recomiendan una subdivision en tres grupos de la
definicion de dehiscencia anastomética que tiene en cuenta algunos méas parametros

relacionados (158):

o [Radiolégical] > hallazgo radiolégico casual en estudio de paciente
asintomatico con antecedentes de cirugia colorrectal.

o [Clinica menor = confirmada radiolégicamente en paciente sintomatico

con fiebre >38°C, leucocitosis >10000/L y secrecion intestinal o purulenta a
través de herida o drenajes, pero que no requieren reintervencién quirargica

aungue alargan la estancia hospitalaria del paciente.

o [Clinica mayor| > que a diferencia de la anterior si requiere reintervencion

quirdrgica por el grado de dehiscencia anastomoética y sus consecuencias

clinicas.

Esta subclasificacion es similar a la realizada en 2010 por el Grupo Internacional
de Estudio del Céancer Rectal (ISGRC), donde la comunicacién entre los
compartimentos intraluminales y extraluminales da lugar a una clinica y una actitud
terapéutica que se agrupa en tres niveles y es capaz de englobar todas las situaciones

de dehiscencias:

Grado A: no requiere intervencion terapéutica activa, los pacientes estan
asintomaticos por lo que se detectan de forma casual tras realizacion de pruebas

radiolégicas.

Grado B: requiere intervencion terapéutica activa, pero sin necesidad de
relaparotomia. Respondiendo habitualmente a tratamiento antibi6tico y/o

drenajes percutaneos.
Grado C: requieren relaparotomia para su tratamiento (159) (160).

En la literatura, existe una gran variacion en cuanto a la incidencia de fuga
anastomoética, que oscila desde el 1% al 30% segun las series (161) (162), aunque en

cirugia colorrectal la incidencia oscila en torno a un 1,8-15,9% (163) y si valoramos los
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pacientes con repercusion clinica la prevalencia disminuye situandose entre el 3% y el
6% de los casos (164). Las tasas de dehiscencias més altas descritas en la literatura se
asocian a un diagnéstico incidental durante la realizacion de un examen radiolégico de
rutina postoperatorio (165). La explicacion a esta variabilidad puede residir en gran
medida en tres aspectos: en primer lugar, la definicion de fuga anastomotica o
dehiscencia de sutura que aceptan los distintos autores a la hora de calcular su
incidencia. En segundo lugar y en clara relacién con lo anterior, el método de diagndstico
de la existencia de la misma. Un tercer factor, es la localizacion anatdémica donde se
haya realizado la anastomosis que se estudia (166). Asi, la mayoria de estudios que
investigan la etiologia y tasa de fugas anastomaticas utilizan diferentes variables clinicas
para identificarla como la peritonitis, el absceso, la fiebre, el drenaje de material intestinal

a través de heridas y drenaje intraabdominal, y los pardmetros radiologicos (167).

El impacto en los pacientes cuando ocurre es desastrosa, ya que esta asociada a
unos elevados niveles de morbilidad y a un impacto importante de la mortalidad
alcanzando cifras del 10 al 15%. A esto hay que afiadir que la dehiscencia que ocurre
en el contexto de una cirugia oncol6gica colorrectal se ha asociado con un aumento de
la recidiva local y una disminucion de la supervivencia tras la cirugia (16s). Ademas, su
tratamiento frecuentemente requiere multiples intervenciones, estomas transitorios o
definitivos, asistencia en una unidad de cuidados intensivos y, por ende, un mayor

tiempo de estancia hospitalaria y mayores costes sanitarios (162).

Factores asociados

Los factores de riesgo implicados en el proceso de cicatrizacion, asi como en la fuga
anastomética, son numerosos y variados. Se pueden clasificar y agrupar de diferentes
maneras, asi Telem y colaboradores los dividieron en factores asociados al paciente o
preoperatorios, factores intraoperatorios y comorbilidades del paciente (169). Desde otro
punto de vista, Platell y colaboradores realizaron un estudio prospectivo analizando mas
de 1500 intervenciones de cirugia colorrectal, donde se incluian pacientes tanto con
enfermedad oncolégica como inflamatoria. Los resultados desvelaron una serie de
factores de riesgo que mas tarde diferenciaron en funcion de la localizacién de la cirugia,
distinguiendo entre cirugia extraperitoneal y cirugia intraperitoneal (165). Estudios mas
recientes como el de Kingham et al, clasifican estos factores de riesgo en tres grupos:
los preoperatorios especificos de cada paciente, los intraoperatorios y los especificos

de la reseccion anterior de recto (167).
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Para su estudio mas sencillo a continuacion se establecen dos amplios grupos que
engloban la mayor parte de los factores de riesgo conocidos en la actualidad. El primer
grupo queda establecido preoperatoriamente, estan relacionados con el estado basal
del paciente (estado nutricional, obesidad...), las condiciones patoldgicas (diabetes
mellitus, cardiopatias, neumopatias...), los habitos toxicos (tabaquismo, alcoholismo),
la medicacion habitual (uso de corticoides, anticoagulantes...) o el tratamiento
neoadyuvante (historia de radioterapia o quimioterapia previa); también se engloban
otros factores preoperatorios que no son modificables como la edad o el sexo. El
segundo grupo queda definido durante el desarrollo del acto quirdrgico en si, son los
propiamente intraoperatorios, por lo que estan relacionados con la técnica quirdrgica
como el uso o no de drenaje intraabdominal, la tensién anastomética y la transfusion
sanguinea perioperatoria; ademas se ha de incluir los factores locales dependientes del
segmento del tubo digestivo afecto, como aquellos que son especificos para la

anastomosis rectal (166) 0 si se trata de cirugia electiva o urgente.

A pesar de que muchos de estos factores son reconocidos y estudiados, sigue
siendo dificil predecir el desarrollo de dehiscencia de anastomosis intestinal de forma
individualizada (170). Todos los cirujanos estan de acuerdo en aquellos aspectos
cualitativos que llevan a las mejores condiciones de la anastomosis: una adecuada
irrigacibn sanguinea y aproximacion sin tensién de la linea de sutura sin

compromiso hermético de la luz intestinal (171).

A. FEACTORES PREOPERATORIOS

Son aquellos que quedan definidos antes de la intervencién quirdrgica, algunos
pueden ser maodificables antes de la intervencién y otros no. Los mas reconocidos por
la mayoria de autores son el sexo masculino, tanto la obesidad como el estado
nutricional deficitario, el abuso de alcohol y tabaco, la valoraciéon segun la escala ASA
(American Society of Anesthesiologists) y el uso crénico de ciertos medicamentos como
esteroides. Sin embargo, otros factores presentan mas controversia a la hora de
relacionarlos con la dehiscencia de sutura como la edad, la administracion de ciertos
farmacos como AINEs, la radioterapia y/o quimioterapia neoadyuvante, estados
patoldgicos cardiovasculares o endocrinos, la preparacidon mecanica del intestino... Por
otra parte, también existen factores que estan en estudio como ciertos farmacos

(antibiodticos, quimioterapicos), la arteriosclerosis...
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° Estado nutricional: desnutricién, obesidad

La desnutricién del paciente se asocia con un mayor riesgo de dehiscencia de
anastomosis, ya que, influye en procesos que tienen que ver con la sintesis de colageno,
la sintesis de sulfato (mucopolisacaridos) y en procesos que intervienen en la
proliferacién de fibroblastos (172). La medicidén de esta se lleva a cabo determinando unos
niveles bajos de albumina, algunos autores han establecido el limite por debajo de los
3,5 gr/dL (173) otros autores han relacionado la desnutricion con una disminucion de la
concentracion de proteinas séricas por debajo de los 6 gr/dL e incluso por una pérdida
de peso pronunciada, mayor a 5kg de peso. En este sentido, un reciente y amplio studio
retrospectivo realizado por Kang y colaboradores establece una correlacion entre la
pérdida de peso y la desnutricion preoperatoria y la incidencia de dehiscencia de

anastomosis, junto con otros factores que se describirAn mas adelante (174).

Ademas, hay que tener en cuenta que normalmente coexisten con la desnutricion
otros muchos factores que pueden influir en la cicatrizacion de los tejidos mermandola,
como por ejemplo la anemia que acompana a los pacientes desnutridos, de esta forma
se ejerce un efecto potencial que disminuye el proceso de ciatrizacion anastomética

172).

En la situacion opuesta, la obesidad también se ha relacionado con mayor indice
de dehiscencia anastomética, explicado sobre todo por la dificultad técnica pero también
por la mayor isquemia, secundaria a unos mesos gruesos y cortos que pueden ser
deficitarios en cuanto a las necesidades de aporte sanguineo a la anastomosis. También
debido a una mayor tension que se ejerce en los bordes anastomosados. La medicion
de la obesidad, segun diversos estudios, es mas precisa si se realiza estimando la grasa
visceral, tomando la medida de la circunferencia de la cintura o la relacion de la
cintura/cadera (175). Por lo tanto, mas que la obesidad en general, el aumento de la grasa
visceral puede considerarse como un factor independiente de dehiscencia anastomotica
(173). A pesar de estas consideraciones, en un metaanalisis que estudia los factores de
riesgo involucrados en la dehiscencia de anastomosis tras reseccion anterior de recto
laparoscopica algunos de los estudios relacionan un indice de masa corporal (IMC)

mayor de 25 kg/m2 con incremento significativo de dehiscencia anastomatica (176).

° Condicién patolégica

La comorbilidad del paciente puede establecerse como factor de riesgo para

desarrollar dehiscencia de anastomosis. Tales patologias pueden incluir diabetes
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mellitus, enfermedad pulmonar subyacente, enfermedad vascular como arteriosclerosis,
enfermedad renal, diverticulosis (que produce una hipertrofia de la pared muscular sobre
la que se asienta la anastomosis)... Sin embargo, existe controversia acerca de la
seguridad de considerarse factores independientes 0 no para incrementar este riesgo,
segun los estudios que se analicen. Parece haber un mayor consenso si se analizan
estas enfermedades en conjunto mediante ciertos sistemas de valoracién de
comorbilidades como el sistema de puntuacién ASA o el CCI (Charlson Comorbidity
Index). Incluso, si se comparan estos dos sistemas, el ASA puede tener una prediccion

superior que el sistema CCI (173).

En un metaanalisis que analiza estudios que correlacionan los grados de puntuacion
ASA con dehiscencia de anastomosis se observa como el riesgo de ésta se incrementa
significativamente en pacientes con puntuacion > de 2 (176). De manera que por cada
incremento de una unidad de la puntuacion ASA puede aumentar hasta 2,5 veces el
riesgo de dehiscencia de anastomosis (164) (172). Por consiguiente, los grados Il al V del
sistema ASA parecen estar relacionados con mayores tasas de dehiscencia de
anastomosis debido a que algunas comorbilidades como la diabetes, la HTA y las
alteraciones cardiacas tienen su base patoldgica en la afectacién de la microcirculacion,

fundamental para la integridad de la anastomosis (173).

Otros estudios analizan la correlacion de CCI con el riesgo de dehiscencia de
anastomosis (177). Este indice evalla tanto el nimero de comorbilidades que coexisten
en el paciente como el grado de gravedad de éstas estableciendo una puntuacién global,

parece que una puntuacién mayor de 3 en este indice supone un mayor riesgo.

° Habitos toxicos

Es bien conocido el papel etiolégico del tabaco y el alcohol en patologias
relacionadas con neoplasias de diferentes 6rganos, enfermedades del aparato
respiratorio, aparato urinario, aparato digestivo, circulatorio... a esta larga lista de
afecciones también se puede sumar la implicacibn como factor de riesgo en la
dehiscencia de anastomosis digestiva. Por un lado, el tabaco es responsable de
alteraciones importantes de la microcirculacion, que podria estar relacionada con la
isquemia y subsiguiente potenciacion de la dehiscencia. Existen varios estudios que
establecen que los antecedentes de fumador importante (al menos 40 paquetes de
tabaco al afio) como factor de riesgo independiente (178) (179) (180). Por otro lado, el alcohol

se vincula con un estado nutricional deficiente, sobre todo en ingestas mantenidas e
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importantes (175), asi antecedentes de mas de 21 unidades semanales de alcohol esta

relacionado con mayor riesgo de dehiscencia anastomética (173).

° Medicacion habitual

Cada vez existen mas pacientes polimedicados, con frecuencia muchos de estos
tratamientos estan relacionados con una merma la de la respuesta inflamatoria y/o
cicatricial, necesarias para una correcta cicatrizacion anastomética. Tal es el caso de
tratamientos inmunosupresores, inmunomoduladores, uso prolongado de corticoides e

incluso el tratamiento de AINEs perioperatorios (173).

El uso prolongado de corticosteroides puede ser un factor de riesgo para
dehiscencias anastomoticas, ya que, influye sobre la cicatrizacion disminuyéndola, el
riesgo se ha constatado que aumenta cuando se combina con otros farmacos
inmunosupresores (175). Una revision sistematica reciente inform6 que la tasa de
dehiscencia fue del 6,8% en el grupo de pacientes tratados con corticosteroides en
comparacion con el 3,3% en el grupo no tratados con corticosteroides, aunque la
duracién y dosis del tratamiento con corticosteroides fueron heterogéneos (181). En esta
misma linea, Konishi et al realiza un analisis multivariante de un estudio prospectivo
donde se incluyen 391 pacientes con reseccion de colon y anastomosis, los resultaron
desvelan una mayor tasa de dehiscencia de hasta el 11,8% en el grupo de pacientes
tratados con esteroides frente a una tasa del 2,4% en el grupo de pacientes no tratados
con esteroides (182). Otros estudios prospectivos también relacionan el consumo de
corticosteroides con la fuga anastomética, incluso evitando el sesgo de la enfermedad
inflamatoria intestinal como diana para la administracion de esta medicacion y que

puede suponer otro factor por si mismo (183).

Los AINEs inhiben la enzima ciclooxigenasa (COX) evitando la produccion de
prostaglandinas que contribuyen a la inflamacién postquirargica, sensibiliza las
terminaciones nerviosas periféricas nociceptivas y también sensibiliza el cordon espinal
responsible de la hiperalgesia postoperatoria. Por lo que la disminucién de su
produccion disminuye el dolor pero las prostaglandinas también estan involucradas en
proceso de cicatrizacion (184). Se han realizado estudios de diferentes tipos, desde
prospectivos hasta metaanalisis, que inicialmente se relacionan con aumento de la tasa
de dehiscencias anastométicas con el uso de AINESs perioperatorios, sin embargo, estos
estudios a menudo tienen sesgos y los datos son heterogéneos por lo que no se puede

concluir con suficiente evidencia su relacién. Pero si se debe recomendar su uso
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responsable y evitar la administracion si existen otros factores de riesgo asociados (184);

(175).

El tratamiento con inmunosupresores, en el contexto de pacientes trasplantados o
en otras patologias, como ciclosporinas, micofenolato mofetil, tacrolimus, everolimus...
mayoritariamente en estudios experimentales, se ha comprobado que se relacionan con

la dehiscencia de anastomosis (173).

° Radioterapia y guimioterapia neoadyuvante

La radioterapia preoperatoria tiene un papel importante en la reduccién de recidivas
locales de ciertos tumores con afectacion rectal sobre todo, pero por otro lado son
causantes de un amplio abanico de efectos perjudiciales (185), de hecho existen muchos
estudios retrospectivos que la relacionan con la dehiscencia de anastomosis. Asi,
Kobayashi y colaboradores encontraron una tasa de fuga del 6.3% en pacientes con
radioterapia preoperatoria por lo que podia considerarse como factor de riesgo
independiente (186). Otros estudios han mostrado resultados contrarios como uno
realizado en Holanda con 1530 pacientes intervenidos de reseccion total de mesorrecto,
comparando dos grupos de pacientes (a un grupo se le realiza reseccion total de
mesorrecto y al otro reseccion total del mesorrecto y radioterapia preoperatoria de ciclo
corto), no se encontraron diferencias en cuanto a complicaciones postoperatorias ni
aumento de tasas de dehiscencia de anastomosis de un grupo con respecto al otro (187).
Parece que los ciclos cortos de radioterapia preoperatoria son seguros frente a la
radioterapia preoperatoria de ciclo largo que puede estar relacionado con mayores

complicaciones postoperatorias.

El uso de quimioterapicos que actian a nivel de la proliferacidon angiogénica o la
mitosis tumorales limitandolas, por su propio efecto antitumoral, se vinculan con el
aumento de riesgo de dehiscencia anastomaética. En este grupo se puede situar como
ejemplo al Bevacizumab, que es un anticuerpo monoclonal antifactor de crecimiento
del endotelio vascular (173) y disminuye por tanto la neovascularizacion afectando al
proceso de cicatrizacion. Incluso se han publicado casos de perforacion intestinal en
pacientes tratados con este medicamento en probable relacién con areas isquémicas
secundaria a microtromboembolismos (175). Por todo ello, se recomienda programar la
intervencion quirtrgica de 30 dias hasta 60 dias tras la ultima administracion del

tratamiento.
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La quimioterapia intraperitoneal hipertérmica con cisplatino, doxorrubicina y
mitomicina C también se ha asociado con un aumento del riesgo de dehiscencia
anastomoética sobre todo en anastomosis distales (172). En un metaandlisis reciente que
analiza varios estudios que investigan la influencia de la quimioterapia con la aparicién
de dehiscencia de anastomosis concluye que si existe esta relacion, aunque estos

estudios fueron muy heterogéneos entre si (176).

° Sexo

En este apartado se ha demostrado con claridad que los hombres tienen mayor
riesgo de dehiscencia anastomética que las mujeres. Las diferencias anatomicas
parecen ser una de las causas, en donde las menores dimensiones y la mayor
profundidad de la pelvis masculina dificultan las maniobras técnicas para la realizacién
de la diseccion rectal y la anastomosis. Por otro lado, las hormonas andrégenas influyen
en la microcirculacién influyendo en los tejidos de la misma (173). Esto ocurre tanto en la
cirugia abierta como laparoscépica pero sobre todo cuando se trata de resecciones mas
distales (175, ya que, en resecciones colonicas mas proximales pocos estudios
establecen una relacién entre sexo masculino y dehiscencia de anastomosis (18s). A nivel
molecular existen diferencias entre sexos que radican en la diferencia de depésito de
colageno en la zona de cicatrizacién, en los hombres el depésito durante la primera
semana postoperatoria es menor que en las mujeres, lo que se traduce en una menor
fuerza de la anastomosis (189). Esta diferencia es inapreciable si se comparan hombres

jévenes y mujeres de cualquier edad (190).

Varios autores han publicado resultados que avalan esta relacién como Rullier y
colaboradores (191), que realizaron 272 resecciones rectales anteriores objetivandose
mayor tasa de dehiscencia en hombres que en mujeres. Law y colaboradores (192)
también apreciaron una mayor tasa de dehiscencia en hombres tras realizaciéon de
reseccion de recto con reseccion total del mesorrecto, al igual que Lipska y

colaboradores (193) en donde se intervinieron 541 pacientes con resecciones distales.

° Edad

Existen estudios que apuntan a que pacientes mayores de 60 afios pueden tener
mayor riesgo de dehiscencia de anastomosis, aunque no hay un namero suficiente de
estudios que puedan afirmarlo con datos estadisticamente significativos. A pesar de
esto, actualmente la edad no es una contraindicacién para la indicacién de cirugia

colorrectal (173). Si se comparan grupos de edad y sexo, los pacientes hombres de mayor
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edad pueden tener una mayor debilidad de la anastomosis al disminuir el depdsito de

colageno necesario para la cicatrizacion (190).

B. FACTORES INTRAOPERATORIOS

Son aquellos que se establecen segun las condiciones intraoperatorias y por tanto
atienden a caracterizarse por circunstancias dependientes del cirujano y de la dificultad
técnica y anatémica. Definen tiempo operatorio, pérdida sanguinea y transfusién de
concentrados de hematies, nivel de anastomosis, contaminacién intraabdominal y otras

circunstancias que pueden influir en la anastomosis intestinal.

° Tiempo operatorio

La duracion de la cirugia es un factor de riesgo controvertido, en muchas ocasiones
se identifica con una cirugia mas compleja en donde las adhesiones intestinales, la
localizacién anatémica, la obesidad, la radioterapia previa, el sangrado y la experiencia
del equipo quirargico son determinantes de la misma (175) (172). La importancia del tiempo
quirdrgico radica en la influencia de los cambios de actividad de los mediadores
inflamatorios derivando en mayores complicaciones isquémicas e infecciosas (194), ya
que la exposicion bacteriana y el dafio de los tejidos aumenta causando mayor
inflamacién y mayor probabilidad de dehiscencia de la anastomosis. Cuando una
intervencion quirdrgica se prolonga durante un periodo mayor a 300 minutos se
considera como un tiempo operatorio prolongado y por consiguiente con mayores
posibilidades de complicaciones (176). En un estudio monocéntrico prospectivo donde
se realiza cirugia colorrectal a 811 pacientes se analizan diversos factores de riesgo de
dehiscencia, relacionandose entre otros el tiempo prolongado de intervencién con esta
complicacion (164). Kim y colaboradores establece que a partir de los 200 minutos de
intervencion puede considerarse un tiempo prolongado operatorio y lo relaciona con
mayor probabilidad de complicaciones como dehiscencia (195). Igualmente ocurre en un
metaanalisis que compara tiempos quirdrgicos cortos y largos y su relacién con la
dehiscencia de anastomosis, esta fue significativamente mayor en los pacientes con

tiempo quirdargico superior a 300 minutos (176).

e Técnica quirurgica e influencia del cirujano

La realizacion de una anastomosis debe cumplir unas pautas esenciales para que

esta sea fiable. Las mas significantes son asegurar un flujo sanguineo adecuado a los
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extremos anastomosados, evitar la tensiobn y minimizar la exposicién del contenido
intraluminal. Todas estas circunstancias pueden ser controladas en mayor o menor
medida por el cirujano, de ahi la importancia del mismo y su influencia en las
complicaciones anastomaticas. Por tanto, la experiencia del equipo quirargico es un
elemento a tener en cuenta. Existen estudios que apoyan la hipotesis de que la
experiencia de un cirujano colorrectal o un grupo quirargico con elevado niamero de
casos tienen menor niumero de complicaciones y menor tasa de dehiscencia. Estudios
del Cochrane Cancer Group apoyan la asociacion entre el cirujano y el desarrollo de
complicaciones, obteniendo mejores resultados los cirujanos con mayor experiencia en
la técnica quirdrgica. Otros estudios como el realizado por Biondo y colaboradores, que
realiza un analisis de 1046 pacientes intervenidos de cirugia colorrectal urgente,
identifica menos complicaciones en el grupo de pacientes intervenidos por cirujanos

especialistas en este campo quirdrgico (19s).

La vascularizacion es otra caracteristica muy importante a tener en cuenta, por un
lado, aporta todos los nutrientes y oxigenacion necesarios para la nutricion del tejido
ademas de retirar los metabolitos que ya no son necesarios y, por otro lado, juega un
papel fundamental en el proceso de cicatrizacion (194). Existen varios factores que
pueden alterar la vascularizacion de una anastomosis, algunos de ellos se detallan a
continuacién. Durante la cirugia debe hacerse una correcta ligadura de los vasos
nutricios del segmento colénico a resecar de forma que facilite la anastomosis, que
tenga las caracteristicas oncol6gicas necesarias si precisa y que permita una correcta
viabilidad de los tejidos anastomosados; sin embargo, en algunas ocasiones sobre todo
en la ligadura de la arteria mesentérica inferior, es causa de debate el nivel de seccién
mas correcto por la posible relacién con la desvacularizacion de los tejidos. Aunque en
estudios recientes no se han establecido diferencias significativas. La tension
anastomética se relaciona con una vascularizacién deficiente de los bordes
anastomosados y con la dehiscencia subsiguiente, por lo menos de forma tedrica porque
no existen estudios experimentales que hayan valorado esta cuestion posiblemente por
la dificultad del disefio del mismo (194). De todas formas, para ejecutar una técnica
correcta se aconseja la movilizacién adecuada de los extremos colénicos a anastomosar

(194).

En cuanto a la técnica de realizacion de la anastomosis, no parece que haya
diferencias significativas si se comparan la anastomosis mecénica grapada o la
realizada manualmente con la aparicion de fistula en el postoperatorio. Estas

conclusiones se desprenden tanto de un metaanalisis que analiza 13 ensayos como de
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una revision de Cochrane formada por 9 ensayos (197) (198). La técnica laparoscopica,
por sus propias caracteristicas, entrafia una mayor dificultad en el momento de realizar
la seccion coldnica y la anastomosis intestinal, sobre todo si esta es rectal. Se ha
comprobado que el numero de disparos se relaciona con la calidad de la seccion y de
la anastomosis, un numero superior a dos disparos para la seccion rectal puede
conllevar pequefios defectos en las lineas de grapas que en algunos casos conduce a
dehiscencia de anastomosis (176). Todas las maniobras encaminadas a realizar la menor
cantidad de disparos son necesarias al igual que una 6ptima colocacion de los trocares,
la utilizacion de un acceso suprapubico transversal, la coordinacion correcta entre
cirujano y asistentes, evitar que las lineas de grapas se crucen entre si... (175). Otro
aspecto que hay que tener en cuenta es el diametro utilizado de las endograpadoras
circulares para la realizacibn de las anastomosis mecdénicas circulares termino-
terminales, algunos autores como Kim y colaboradores han advertido que un mayor
didmetro en estas endograpadoras (igual o mayores de 31-33 mm) pueden aumentar
las tasas de dehiscencias de anastomosis (195). El incremento de la distension del
segmento distal a anastomosar tras la utilizacion de diametros mayores conlleva
también un adelgazamiento méas acusado de la pared intestinal impidiendo una

adecuada vascularizacion (176). No obstante, otros estudios no encuentran esta relacion.

e Cirugiade urgencias

La cirugia urgente implica una serie de circunstancias que no se producen
normalmente en la cirugia programada y que pueden influir en la calidad de la
anastomosis intestinal. Puede tratarse de un colon muy dilatado y por tanto con paredes
intestinales adelgazadas en el contexto de una obstruccién de colon prolongada en el
tiempo, influyendo de forma negativa en la vascularizacion. En otras ocasiones se dan
unas condiciones de infeccion intraabdominal e incluso sistémicas que repercuten
negativamente en la viabilidad de una anastomosis. A esto se adiciona una mayor
dificultad técnica que puede alargar el tiempo operatorio y aumentar la pérdida
sanguinea. Asi como el probable deterioro del estado basal del paciente previo a la
intervencion, sobre todo referente al deficit nutricional y descenso de hemoglobina entre

otros (173).

e Uso de drenajes intraabdominales

El uso de drenajes intraabdominales tras realizacion de reseccion colorrectal se ha

debatido ampliamente a lo largo del tiempo. Existen dos razones principales que podrian
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justificar su uso: Una de ellas se basa en drenar todo el liquido acumulado seroso o
hematico, sobre todo en espacios presacros tras resecciones de recto, evitando la
alteracion de la anastomosis contigua tanto por el establecimiento de una sobreinfeccion
muy préxima (176) como por la presion extrinseca que puede ejercer sobre la misma (194).
Tanto es asi que un metaanalisis que analiza un total de 2277 pacientes donde se
comparan pacientes intervenidos de cirugia rectal con drenajes y sin ellos, concluye que
los pacientes con la presencia de drenajes se reduce la incidencia de dehiscencia de
anastomosis rectal e incluso disminuye la tasa de reintervencién (199). La segunda razon
es el valor diagndstico y terapéutico que puede jugar un drenaje perianastomético tras
una dehiscencia de la sutura anastomatica. A pesar de esto, también existen estudios
que concluyen que su uso no parece que disminuya la incidencia de tasas de

dehiscencias anastomoéticas (200).

e Pérdidade sangre vy necesidad de transfusion

La pérdida de sangre intraoperatoria significativa o la necesidad de transfusion de
concentrados de hematies intraoperatoria o en el postoperatorio, son un claro factor de
riesgo segun la mayoria de autores que realizan estudios con estas variables (176). El
consenso a la hora de marcar este limite no es unanime, existen distintas opiniones para
establecer el volumen perdido de sangre o la cantidad de concentrados de hematies
transfundidos a partir del cual se incrementa el riesgo real de dehiscencia de
anastomosis. Algunos autores determinan que a partir de pérdidas mayores de 100 mL
puede considerarse un riesgo para dehiscencia (175) (201), otros autores aumentan el

riesgo a partir 200 mL (169) 0 250 mL (202) de pérdidas.
La explicacion de esta relacion reside en 3 conceptos fisiopatoldgicos (194):

1) Las complicaciones sépticas, que pueden desencadenarse por los
propios mecanismos de transfusion de concentrados de hematies, cada vez mas

se asocia la transfusion sanguinea con las infecciones nosocomiales (203).

2) Respuesta inmune celular mermada, sobre todo con afectacion de
linfocitos T y macréfagos, indispensable para desarrollar las primeras fases de

la cicatrizacion (172).

3) Hemodilucién sanguinea de proteinas necesarias para la fase de
cicatrizaciébn en la anastomosis intestinal como hidroxiprolina, alterandose

cualitativamente el colageno. Ademas, la hiperhidratacidén perioperatoria provoca
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un exceso de acumulacibn de liquidos en los vasos sanguineos
perianastomoticos. Estos dos aspectos conllevan una disminucion de la
resistencia de la nueva cicatrizacion que se esta produciendo. Se ha demostrado
en un metaandlisis, donde se analizan varios ensayos clinicos aleatorizados, que
es preferible la restriccion de fluidos que la fluidoterapia estandar para reducir
las complicaciones postoperatorias de la anastomosis colorrectal (194).

La pérdida de volumen sanguineo puede ser también la consecuencia indirecta de
una mala técnica quirdrgica o una cirugia agresiva (175), lo que lleva a evaluar la técnica
quirdrgica inadecuada como causa potencial de la alteracién anastomética. Al igual, que
esta disminucién del volumen sanguineo deriva en una hipotensién grave
intraoperatoria, que si se mantiene en el tiempo incrementa el riesgo de dehiscencia
anastomdética particularmente en pacientes con presion arterial preoperatoria elevada

(202).

e Nivel de anastomosis y caracteristicas de la lesidon

coldénica

La localizacion anatémica de la lesién del colon determina realizar la anastomosis
intestinal en diferentes tramos del intestino grueso, las caracteristicas cambian de una
localizacién a otra en cuanto a accesibilidad, dificultad técnica, irrigacion vascular,
tension... La diferencia de estas circunstancias puede implicar que el riesgo de
dehiscencia sea mayor. Existe un consenso mas o menos amplio que relaciona una
anastomosis mas distal con un riesgo aumentado de dehiscencia de la misma (175),
maxime en distancias menores a 5 cms. desde el borde anal, como se evidencia en
varios estudios realizados (176). Uno de ellos analiza a 156 pacientes intervenidos y sus
complicaciones de forma prospectiva estableciéndose una tasa de dehiscencia mayor
en aquellos pacientes con anastomosis a una distancia inferior a 5 cms. del margen anal
(204). El grupo de Rose (205) por un lado y Trencheva por otro en sendos estudios,
identifican una tasa de dehiscencia cercano al 17% en anastomosis realizadas por

debajo de los 10 cms. distales desde el margen anal (177).

No solo hay que tener en cuenta la localizaciébn anatomica, sino que el tamafio
tumoral también puede ser considerado un factor de riesgo, cuanto mayor sea este el
pronostico de la enfermedad maligna empeora, ademas dimensiones superiores a 5
cms. puede significar un incremento del riesgo de dehiscencia. En un metaanalisis
realizado por Qu y colaboradores donde se analizan varios estudios que toman el

tamafio del tumor como posible factor de riesgo, se concluye que el riesgo de
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dehiscencia de anastomosis es significativamente mayor en tumores con un didmetro
igual o mayor a 5 cms. con respecto a tumores menores de 5 cms., un 8,3% frente a un
4,9% respectivamente (176). Un reciente estudio japonés multicéntrico analiza casos
intervenidos laparoscopicamente y destaca que existen mas complicaciones
postoperatorias, incluidas dehiscencias, en aquellos casos en donde el tamafo del

tumor sobrepasaba los 4 cms. (206).

— Presentacion clinica y diagnoéstico. Complicaciones ——

Como se detalla en el apartado anterior, existen muchos factores de riesgo que
individualmente o sinérgicamente se asocian con el incremento de dehiscencia de
anastomosis, a pesar de ello es dificil predecir el riesgo en cada paciente. Ademas, en
el postoperatorio inmediato, la diferenciacion entre la respuesta inflamatoria sistémica
debido a una complicacion postquirtrgica frente a la respuesta fisiologica al estrés

quirdrgico no siempre puede establecerse (163).

Tras una dehiscencia de anastomosis, la sintomatologia puede manifestarse en
cualquier momento del postoperatorio inmediato y varia de acuerdo a su localizacion y
severidad. El periodo que cuenta con una probabilidad mas elevada de sintomatologia,
segun la literatura publicada, es el periodo comprendido entre el 5° y el 8° dia
postoperatorio. La clinica abarca un amplio abanico de posibilidades, desde una
presentacién insidiosa como fiebre, ileo intestinal, dolor abdominal, distensién
abdominal y taquicardia, sintomas frecuentes pero con bajo valor predictivo positivo si
se analizan por separado (207). Hasta sintomas mas importantes y reveladores en el
contexto de una peritonitis focal (normalmente en forma de abscesos) o generalizada, e
incluso, presencia de débito fecaloideo a través del drenaje intraperitoneal o herida
quirdrgica. En otras ocasiones, el deterioro puede sucederse repentinamente hacia
shock séptico como resultado de contaminacion importante y rapida de la cavidad
peritoneal (166) (208). Llegado a este punto los signos mas frecuentes son taquicardia,
hipotension, taquipnea y fiebre aunque cuando se implican gérmenes gram negativos

puede aparecer hipotension, bradicardia e hipotermia (209).

Es muy importante detectar aquellos pacientes intervenidos de cirugia colorrectal
gue no progresan de la forma esperada para evitar el retraso diagnéstico, que puede
traducirse en una actitud terapéutica tardia y por tanto en un peor pronéstico. Lo mas
habitual es establecer el diagnéstico de dehiscencia tras la presencia de sintomas

clinicos y elevacion de reactantes de fase aguda en pruebas de laboratorio que llevan a
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la indicacion de pruebas de imagen dirigidas (210). Lo que significa que ya se ha
establecido una fase clinica y el proceso puede estar mas o menos avanzado, en un
periodo entre los 6 y los 13 dias tras la intervencion (211), por lo que la morbimortalidad
es mucho mas elevada que si este se realizara mas tempranamente (166). En este grupo
de pacientes la mortalidad es sensiblemente mayor (cercana al 16%) comparada con
aquellos sin fuga anastomotica (alrededor del 3%) (212), ademas se incrementa la

estancia hospitalaria, duplicandose incluso triplicAndose (213).

Se han evaluado ampliamente los resultados oncolégicos a largo plazo en pacientes
con antecedentes de dehiscencia de anastomosis mediante el estudio de la recurrencia
local, la extension de la enfermedad y la supervivencia. En un metaandlisis realizado en
2011 donde se incluyen 21902 pacientes en un total de 21 estudios, se concluye con
significacion estadistica que puede existir un aumento de la tasa de recurrencia local y
disminucién de la supervivencia de pacientes intervenidos de carcinoma colorrectal que
han desarrollado dehiscencia anastomoética postoperatoria (214). Los mecanismos que
llevan a esta situacion no son conocidos suficientemente, pero parece que la respuesta
inflamatoria local y ciertas proteinas proinflamatorias (IL, VEGF, MMP...) asociadas a la
dehiscencia podrian estar implicadas en la proliferacion de células cancerosas
propiciando un ambiente favorable que lleva a la recidiva tumoral (214). Sin embargo, en
este metaanalisis se excluyen algunos estudios importantes que no tienen resultados
en la misma direccién, y aquellos que se incluyen son heterogéneos en cuanto a
protocolos diagnésticos utilizados y con el concepto de recurrencia de enfermedad. En
contraposicion, otros estudios no evidencian variacion de los resultados oncolégicos tras
dehiscencia de anastomosis (215). Es dificil posicionarse a favor o en contra de la
influencia de la dehiscencia de anastomosis con respecto a los resultados oncolégicos
a largo plazo, debido a que la comparacion de estudios plantea una serie de problemas:
en muchos casos se incluyen conjuntamente cancer de recto y de otras localizaciones
del colon, tampoco hay uniformidad en la terapia neoadyuvante y adyuvante de los
mismos y, por ultimo, tanto las técnicas quirargicas como el protocolo de seguimiento

no estan estandarizados.

Se plantean una serie de inconvenientes para llegar a un diagnostico temprano en

la dehiscencia de anastomosis (216):

1. Variabilidad del curso clinico. La presentacion clinica no siempre es
similar y varia desde la aparicion repentina de sepsis fulminante pasando por

otras formas mas insidiosas, que cursan con ileo intestinal y falta de progresion
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en el postoperatorio, hasta formas subclinicas, donde sélo es detectable
mediante la obtencién de imagenes radioldgicas.

2. Variabilidad diagnostica en la préactica clinica. Motivado por la insuficiente
informacion que detallan las caracteristicas predictivas de los diferentes métodos
diagnésticos disponibles.

El diagnodstico se sustenta actualmente en una sospecha inicial, atendiendo
fundamentalmente a la clinica y datos de laboratorio, y en una posterior confirmacién
mediante pruebas diagnosticas de imagen como TAC o enema hidrosoluble. Sin
embargo, las lineas de trabajo de los grupos de cirujanos coloproctolégicos estan
dirigidas a detectar y diagnosticar lo mas precozmente posible esta complicacién, lo que
disminuiria de forma considerable la morbimortalidad, permitiendo tratamientos menos
agresivos. Por ello, muchos grupos estan trabajando en la blisqueda de predictores
clinicos, analiticos y biomarcadores que tengan la capacidad de diagnosticar la fuga

anastomética de manera fiable y especifica en una fase preclinica.

< Métodos Clinicos

Muchos estudios se estan centrando en la deteccién en la fase preclinica, ya que un
diagndstico precoz puede proteger de las consecuencias sépticas secundarias. Algunos
de estos estudios se centran en la clasificacion de los pacientes en diferentes grupos de
riesgo en funcion de factores de riesgo descritos, algunos de ellos intrinsecos al paciente
(comorbilidad) y otros extrinsecos dependientes de las caracteristicas de la intervencion
como localizacion de reseccion, técnica quirtrgica y eventos adversos intraoperatorios
(177) (217). A pesar de tener en cuenta todos estos factores de riesgo el retraso en el

diagndstico sigue siendo coman.

Otros autores como Den Dulk et al. han desarrollado un protocolo de vigilancia
postoperatoria estandarizada en pacientes sometidos a cirugia colorrectal para llegar a
un diagnostico precoz de dehiscencia anastomética donde se puntian una serie de
items, la mayoria obtenidos de la anamnesis y la exploracion fisica diaria del paciente.
La puntuacion final determina la actitud a seguir: < 3 puntos (no actuar), 4 a 7 puntos
(reevaluacion y complementar con analisis de laboratorio dentro de las 12 horas
siguientes, decidir realizacién de tomografia computerizada con contraste rectal) y = 8

puntos (realizacidon de tomografia computerizada con contraste rectal) (20s).
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o Técnicas Intraoperatorias

La comprobacién intraoperatoria de la estanqueidad anastomética mediante la
administracién de azul de metileno o fuga de aire ha sido estudiada en varios trabajos
publicados. Con la aplicacién de estos test se pretende aumentar la deteccién de fugas
disminuyendo por tanto la aparicién a lo largo del postoperatorio, en alguin caso podria
reducirse el numero, pero siguen diagnosticandose casos de dehiscencias
postoperatorias. Cuentan con algunas ventajas importantes: son faciles de realizar,
baratos y pueden ser de utilidad para la deteccién y reparacion inmediata, ya que
cuando el resultado del test es negativo es poco probable que exista una fuga (166); (218).

Existen otras técnicas descritas en la literatura como la endoscopia intraoperatoria,
mediante la cual se puede estudiar la anastomosis por visualizacion directa,
descartando por tanto fugas asi como otros problemas in situ de la anastomosis como
el sangrado (219). No ha demostrado que la realizacion de forma rutinaria sea superior

comparandola con la realizacion selectiva.

Otros estudios intentan correlacionar la probabilidad de dehiscencia de anastomosis
con el grado de perfusion de la misma, bien directamente mediante angiografia
fluoresceinica o indirectamente midiendo la concentracidon de oxigeno por medio de
espectroscopia de infrarrojo (220). La aplicacion de verde de indocianina u otros
fluoréforos junto con el estudio angiografico con camara infrarroja permite obtener una
imagen en tiempo real de la perfusion vascular, puede ser utilizada en varias fases de
la cirugia colorrectal: durante movilizacién completa del colon, estudio de division de la
irrigacion colénica y ligadura de pediculos, localizacion anatémica mas correcta de
seccion colbnica y valoracion de la irrigacion de la anastomosis realizada (221).
Actualmente muchos estudios con series retrospectivas han evaluado la aplicacion de
técnicas fluoresceinicas, afirmando que su utilizacién afecta a las decisiones
intraoperatorias y parece que influye en los resultados postoperatorios disminuyendo la
tasa de incidencia de dehiscencia anastomotica (222). Ensayos prospectivos,
multicéntricos y aleatorizados, como el llamado PILLAR Il (223) y otros en curso como el
PILLAR 1ll, también informa de unos resultados similares y prometedores. Esta
tecnologia esta en pleno desarrollo y sus aplicaciones siguen aumentando como apoyo

a la toma de decisiones durante la cirugia colorrectal (222).
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o Técnicas de laboratorio y biomarcadores

El andlisis bioquimico sanguineo y las determinaciones microbiolégicas y celulares
del microambiente de la anastomosis también se utilizan y siguen desarrollandose para
el diagndstico. Asi se pueden medir las moléculas y las células que participan en las
distintas fases de la dehiscencia: isquemia, inflamacion e infeccidon perilesional, y

correlacionarlas con un diagndstico precoz.

Muchos estudios han considerado la elevacién de la proteina C reactiva (PCR)
aislada, de forma que niveles elevados serolégicos podrian estar presentes antes del
comienzo de la clinica habitual. Estos autores se basan en la capacidad que tiene esta
molécula para elevarse rapidamente y alcanzar valores maximos a las 48 horas con el
estimulo inflamatorio, con valores de corte de entre 120mg/L a 190mg/L, y descender
también rapidamente cuando desaparece este (224) (225). Segun un metaanalisis
realizado recientemente, la PCR tiene un valor predictivo negativo de hasta un 97% por
lo que determinaciones bajas de PCR a partir del 3°-4° dia postoperatorio podria ser de
utilidad para descartar fugas anastomaticas, sin embargo no es buen predictor positivo

(170).

La procalcitonina sérica (PCT) es una proteina de 116 aminoacidos prohormona de
la calcitonina, los niveles en sangre aumentan significativamente en pacientes con
infecciones bacterianas graves y sepsis, pero no ante inflamaciones no secundarias a
infeccion, al contrario que la PCR. Por eso también se ha descrito como marcador
biolégico predictivo de las complicaciones infecciosas tras la cirugia colorrectal. La PCT
se mantiene elevada hasta el 3°-5° dia postoperatorio, a partir de este momento si existe
una dehiscencia de la sutura anastomética permanecera elevada, punto de corte 0,31
ng/ml, mientras que si no existe descendera. Se han realizado estudios, aunque con
poblaciones pequefias, con buenos niveles de sensibilidad y especificidad. Ademas
puede subrayarse que la determinacién de niveles bajos de PCT en sangre a partir del
5° dia postoperatorio se correlacionan con una existencia casi nula de dehiscencia de

anastomosis (226) (227).

En la fase de inflamacion aguda existen un gran nimero de células, mediadores
inflamatorios, como citoquinas y factores de crecimiento, e iones que migran desde la
sangre hacia el exudado local. Circunstancia que puede ser de utilidad, ya que se

pueden medir y establecerse una correlacién con la fuga anastomdética. Ademas, estos
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mediadores inflamatorios alcanzan mayores concentraciones a nivel local que
sistémico. En esta direccion se han analizado ILs (IL1, IL6 y IL10), MMPs de la MEC
(MPM 8y MPM 9) y TNF a a partir del fluido del drenaje intraperitoneal, comparando los
niveles de pacientes con complicacion anastomética frente a pacientes sin
complicaciones. Los resultados concluyen que pueden elevarse los niveles de
citoquinas significativamente cuando existen complicaciones postquirdrgicas y por tanto
medirse a través del fluido de drenaje en los primeros dias postoperatorios. Pero existen
algunas limitaciones importantes: muestras pequefias de pacientes, en algunos casos
no se estudian separadamente las indicaciones quirargicas y el método de evaluacién
de las muestras mediante ELISA y citometria hacen que estas pruebas se encarezcan
limitando su disponibilidad (228) (229). Si consideramos que el microambiente inflamatorio
perilesional de una anastomosis colorrectal se caracteriza por la disminucién del pH,
otro pardmetro que puede ser medido como predictor precoz de dehiscencia de
anastomosis es la concentracion de protones del fluido de drenaje. Estudios recientes
evalian secuencialmente los niveles de pH del fluido de drenaje a lo largo del
postoperatorio, arrojando unos resultados prometedores con una relacién significativa
del descenso de pH, niveles inferiores a 7, en el grupo de pacientes con dehiscencia de

la sutura anastomotica a partir del 3° dia postoperatorio (230).

Existen otros estudios, muy limitados todavia, donde se examinan nuevas moléculas
que pueden medirse en el fluido de drenaje y que pueden funcionar como posibles
biomarcadores. Como las lisozimas producidas por macréfagos frente a la pared celular
de bacterias Gram negativas o ciertos polisacéridos que forman parte de la propia pared
de las bacterias implicadas. Cambios en la relacion lactato/piruvato obtenida del liquido
de drenaje han sido descritos como posible predictor con resultados prometedores pero
escasos actualmente. Para terminar, el cultivo bacteriano del contenido del drenaje
también podria utilizarse para establecer un patrén bacterioldgico determinado que

pueda predecir la dehiscencia anastomotica en fase preclinica (166) (216).

o Técnicas radiolégicas

Las técnicas radiolégicas disponibles para el diagndstico de fugas anastométicas
son: radiografia simple de abdomen (RSA), enema con contraste hidrosoluble (ECH) y

tomografia computerizada (TC).

No siempre son necesarias de forma generalizada, ya que si existe una alta
sospecha clinica de dehiscencia anastomética realizarlas supone retrasar el tratamiento

quirdrgico. Es de mayor utilidad en aquellos casos de clinica insidiosa o subclinicos.
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Los estudios realizados coinciden en que la exactitud del diagnéstico varia segun la
localizacién de la anastomosis, el momento postoperatorio en el que se realiza y la

experiencia del radiologo.

La RSA puede ser de utilidad si estan presentes algunos de los signos inequivocos
de dehiscencia de anastomosis, tales como la identificacion de aire libre intraperitoneal
o la alteracion de la integridad de la linea de grapas. Ademas, es una técnica rapida y
con baja exposicion radiolégica, sin embargo, ofrece mucha menos informacién que

otras técnicas.

El ECH se basa en el escape de contraste en la zona de anastomosis. Algunos
autores han demostrado una sensibilidad baja del 52% pero una especificidad mayor de
hasta un 86% en dehiscencias localizadas en colon izquierdo y colorrectales, otros
estudios la comparan con la TC otorgando una mayor sensibilidad a la ECH cuando se

trata de anastomosis rectales (216).

La TC presenta una sensibilidad que varia de unos estudios a otros debido a la falta
de consenso en cuanto a la definicion de dehiscencia anastomoética, con un valor
predictivo negativo cercano del 75%. Este porcentaje tiende a ser menor en el
postoperatorio inmediato y cuando se valoran anastomosis proximales. Existen
diferentes signos radioldgicos compatibles como liquido libre intraperitoneal, gas
extraluminal, realce de la anastomosis intestinal etc. pero parece que la circunstancia
mas comun es la presencia de colecciones perianastomosis asociadas a la dehiscencia
(231). Cuando se utilizan estos criterios indirectos la precision mejora significativamente
llegando en algunos casos al 100% (166). La sensibilidad y la especificidad aumentan
considerablemente cuando ademés se administra contraste oral, contraste intravenoso

y contraste rectal.

1.7 Factores de crecimiento

Papel de las plaquetas

= Definicion, morfologia y estructura

Son fragmentos citoplasmaticos discoides anucleados, formados a partir de los
megacariocitos situados en la médula 6sea, que pasan al torrente sanguineo. Son

corpusculos pequefios y muy numerosos, no sobrepasan los 5-7 um de largo por 3 ym
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ancho, con una vida media Util de apenas 8-10 dias antes de ser eliminados por los
macrofagos. Durante su periodo de viabilidad, realizan funciones muy importantes en
el organismo y participan en los procesos de hemostasia, inflamacion y cicatrizacion
(232). También se han descrito funciones defensivas: a)Son capaces de interactuar
directamente con los microrganismos contribuyendo por un lado, a la eliminacion de
patdgenos y, por otro lado participan activamente en la citotoxicidad celular dependiente
de anticuerpos frente a patdbgenos microbianos b)Expresan receptores de
inmunoglobulina G y fragmentos del complemento C3a/C5a c)Pueden generar
metabolitos de oxigeno antimicrobiano (superéxido, peréxido de hidrogeno y radicales

libres de hidroxilo) (s).

Para llevar a cabo todas estas funciones las plaguetas cuentan con una serie de

caracteristicas tanto estructurales como secretoras:

A) La membrana celular de las plaquetas contiene glucoproteinas que
pertenecen a diversas superfamilias de integrinas, selectinas,
inmunoglobulinas... que actian como receptores agonistas entre plaquetas y
permiten que interaccionen con otros tipos celulares para potenciar las funciones

en las que estan implicadas: adhesion, agregacion y coagulacion.

B) El citoesqueleto plaquetario, formado por microtibulos de actina y
miosina principalmente. No so6lo mantiene la forma celular sino que esta
implicado en el cambio de forma plaquetario tras su activacion, que pasa de
discoide a ovalado, en la formacion y extension de pseuddpodos, y en la

adhesion, agregacion, secrecion y retraccion del coagulo (233).

C) Los granulos citoplasmaticos se forman a partir de moléculas
sintetizadas inicialmente en la célula preexistente (megacariocitos) o partir de la
captacion de proteinas del plasma que se incorporan a los granulos, dando lugar
a granulos o (o densos), granulos a y granulos A (o lisosémicos). El contenido
molecular de los mismos interviene en los procesos de coagulacion, fibrinolisis,

alteracion del tono vascular, inflamacion y cicatrizacién de heridas.

a. [Granulos o - contienen moléculas que alteran el tono vascular

tales como serotonina, adenosin difosfato (ADP), eicosanoides,

tromboxano A2, calcio y magnesio.
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b. |Granulos - contienen hidrolasas acidas, glicosidasas,
proteasas, proteinas cationicas, fosfolipasas y quinasas. Estas Ultimas

actlan como enzimas proteoliticas e hidroliticas

c. |Granulos o -> contienen proteinas implicadas en funciones

hemostaticas. Pueden llegar a liberar mas de 30 citoquinas distintas (s)

que, segun su accion principal, se pueden clasificar:

i. Adhesion: fibrinbgeno, trombospondina, vitronectina,
laminina y factor de von Willebrand.

ii.  Modulacién de la coagulacién:

e Plasminogeno, tromboxano a2 (Inhibidor de la
plasmina y trombastenina), glicoproteinas (GPIb, GPlIIb,
GPllla), trombospondina, fibronectina, a-granulo
especifico de proteina P-selectina (233) (234).

e GFs @)

1. Factor de crecimiento transformador (TGF-
a, TGF-B)

2. Factor de crecimiento endotelial vascular
(VEGF) y factor derivados de las plaquetas
(PDGF)

3. Factor de crecimiento epidérmico (EGF)

4. Factor de crecimiento similar a insulina
(IGF-I)

5. Factor de crecimiento tejido conectivo
(CTGF)

6. Factor de crecimiento de fibroblastos
(aFGF, bFGF)

" Activacion y funcion plaquetaria

La cascada de la coagulacion se inicia por dos vias, intrinseca y extrinseca,
desarrollandose posteriormente una serie de acontecimientos que finalizan con la
formacion de un coagulo estable que permite una correcta hemostasia y promover el

proceso de cicatrizacion necesario (235):

Pagina | 86



Introduccién
]

1. Via extrinseca: la cascada de la coagulacion se activa mediante el
contacto de las células sanguineas con elementos ajenos a los componentes
sanguineos, el llamado factor tisular. Es una proteina que se encuentra integrada
en la membrana de las células del subendotelio vascular y que contacta con los
elementos de la sangre cuando se dafia el endotelio vascular. Actia como
cofactor del factor VII de la cascada de la coagulacion. Este complejo se activa

en presencia de fosfolipidos y calcio (23e).

2. Viaintrinseca: se inicia la cascada tras un dafio o alteracion del endotelio
vascular formandose inicialmente un pequefio tapén de plaquetas, en este
momento se produce el contacto del factor Xl de la coagulacion (factor de
Hageman), que circula por la sangre en forma inactiva, con las cargas negativas
de la membrana de las plaquetas acivandose , gracias también a la actividad

proteolitica de la calicreina (237).

Cuando se produce el dafio tisular vascular se expone el colageno, la fibronectina o
la laminina del tejido subendotelial lesionado. A continuacion, el factor de von
Willebrand, que circula en el plasma, se une a glucoproteinas de membrana plaquetaria
facilitando la fijacion de las primeras plaguetas a la zona dafiada instaurandose la
primera fase de la coagulacién, llamada adhesién plaquetaria. Sin embargo, el nimero
de plaquetas es todavia insuficiente para la formacion de un coagulo, por lo que se
sucede la segunda fase o agregacion. Gracias a la activacién del tromboxano A,
mediante el incremento del calcio citoplasméatico produce contraccion plaquetaria que
permite la agregacion de muchas més plaquetas a la zona de lesion. Finalmente tiene

lugar la formacién de un coagulo estable (232).

En el momento que se produce la adhesion plaquetaria cambia la morfologia ovoide
a circular y se secretan las moléculas contenidas en los granulos intracitoplasmaticos,
mediante un proceso de exocitosis (232). En este proceso se liberan diversas citoquinas
gue promueven la fase inflamatoria para comenzar paralelamente el proceso de
cicatrizacion y ademas influyen en todas las fases de la cicatrizacion, entre estos los
mas importantes son los GFs, ya que juegan un papel importante en la migracion celular
dirigida (quimiotaxis), diferenciacion y proliferacion celular, quimiotaxis, angiogénesis y
liberacion de proteinas por otras células (3). EI 70% de los GFs se liberan en los primeros
10 minutos tras la activacion plaquetaria y la coagulacion, esta liberacion se prolonga
durante la siguiente hora alcanzando entonces casi el 100% de todos los factores
contenidos en los granulos (232). Otras moléculas bioactivas secretadas por las

plaguetas como serotonina, histamina, dopamina, adenosina y calcio van a tener un
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papel muy relevante influyendo de forma decisiva en el proceso de cicatrizacion. La
permeabilidad capilar se ve incrementada con la liberacién de histamina y serotonina,
permitiendo un mayor acceso de células inflamatorias al lugar de la lesion. A esto hay
gue sumar la funcion de andamiaje que el coagulo desempefia (malla de fibrina),
actuando como area de adhesién de las células implicadas en la curacion de la herida
3)-

Pero no sélo las plaquetas van a secretar estas proteinas, otras células implicadas
en la cicatrizacion también lo hacen como macréfagos (TGF-a, TGF-, EGF, PDGF,
aFGF, bFGF, VEGF, IGF-I), linfocitos (TGF-B), eosinofilos (TGF-a), fibroblastos
(TGF-B, PDGF, IGF- |, aFGF, bFGF) y células del endotelio vascular (PDGF, aFGF,
bFGF).

Plasma rico en plaquetas

La sangre es considerada un tejido completo en donde interactian tanto células
como MEC, aungque su consistencia es liquida, adquiere estabilizacién y solidez en
determinadas situaciones como en el dafo tisular, activAndose la cascada de la
coagulacion para responder al dafio formando un coagulo. Ciertos elementos de la
sangre son conocidos por su importancia en los procesos de cicatrizacion entre ellas las
plaquetas, que asumen un papel relevante actuando como el reservorio méas destacado
de GFs del organismo. lgualmente, otros componentes sanguineos también estan
relacionados con la cicatrizacién en mayor o menor medida. A partir de esta premisa se
han establecido diferentes metodologias para la obtencién de estos elementos claves
para potenciar la cicatrizacion a partir de sangre completa. Los primeros derivados de
la sangre utilizados con el fin de sellar heridas y estimular la cicatrizacion fueron las
colas de fibrina, formadas por fibrinégeno concentrado (9). Mas tarde en 1970 se
desarroll6 por primera vez el plasmarico en plaquetas (PRP), popularizdndose a partir
de 1980 (8). Se trata de la fraccion de plasma derivada de sangre completa tras ser
procesada, presentando una concentracion de plaquetas de 3 a 5 veces el nivel basal
(150.000-300.000 plaquetas/mL) (238). En la actualidad se estan desarrollando otros
concentrados de segunda generacion llamados fibrina rica en plaquetas (PRF) que no
necesitan interactuar con la trombina y el cloruro de calcio, a diferencia de lo que ocurre
con el PRP, para iniciar la Ultima fase de la coagulacién y la polimerizacion de la fibrina
(239). La densidad de la red de fibrina estd determinada principalmente por la

concentracion del fibrinégeno.

Pagina | 88



Introduccién
]

Las propiedades de las distintas familias de concentrados de plaquetas son mucho
méas complejas que los efectos de una simple solucion de factor de crecimiento o el
impacto de un pegamento de fibrina mono-constituyente (s) debido a los diversos
componentes que influyen conjuntamente en los procesos de cicatrizacion. El recuento
leucocitario contenido en las concentraciones obtenidas puede variar ostensiblemente.
Algunas de las principales células descritas son los macréfagos y los neutréfilos, muy
importantes en funciones defensivas locales y fagociticas de restos celulares,
necroticos y microbios, aunque se ha demostrado que la ausencia de estos en algunos
concentrados no ha mermado la capacidad de inhibicién del crecimiento bacteriano. Los
macréfagos se consideran una de las células clave implicadas en la secrecion de GFs
durante la curacion de heridas, incluyendo el TGF-B, PDGF y VEGF (240). Para llevar a
cabo sus funciones los leucocitos liberan sustancias que pueden influir en los procesos
de cicatrizacion de una manera u otra como: a) GFs que contribuyen a la angiogénesis,
la formacion de MEC y la atraccion celular b) citoquinas inflamatorias que pueden
perpetuar el estado inflamatorio local (241) y ¢) MMPs que pueden influir sobre la
cicatrizacion, negativamente en algunos casos (242). El plasma es una fuente rica de
muchas proteinas e iones de particulas organicas e inorganicas, las cuales toman una
importancia relevante en el mecanismo de curacion de los tejidos. Pero definitivamente,
las plaguetas aportan la mayoria de los GFs efectivos que participan en la cicatrizacion.
Cuando estas se ponen en contacto con la trombina y los iones de calcio se activan y
comienza la formacion del coagulo, transcurridos 10 minutos se inicia la secrecion de
las proteinas almacenadas en los Granulos a al medio. En el plazo de 1 hora, mas del
95% de los GFs presintetizados han sido liberados, durante toda la vida util
plaquetaria va a continuar esta sintesis de proteinas y liberacién local, entre 5y 10 dias
(243). Los GFs son capaces de modificar las respuestas biol6gicas celulares, regulando
la migracién, proliferacion diferenciacion, metabolismo celular e incluso la apoptosis.
Debe evitarse o reducirse en la medida de lo posible la presencia de eritrocitos en las
preparaciones de concentrados de plasma o fibrina, ya que durante la fase de estrés
oxidativo el hierro que forma parte del grupo hemo puede generar radicales libres que

pueden ser dafinos frente a las células (244).

Existen mdultiples protocolos para la obtencién de las familias de concentrados:
mediante “técnica cerrada”, para este fin existen diferentes dispositivos desechables
comercializados actualmente, o de forma manual mediante “técnica abierta”. Una
manera eficaz de aislar componentes del plasma con concentraciones suficientes de
plaguetas consiste en la centrifugacion de la sangre completa, dando lugar a fracciones

separadas y definidas. Lo habitual es realizar una centrifugacion a 3200 rpm durante 15
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minutos o realizar dos centrifugaciones: la primera durante 15 minutos y seguidamente

otra durante 8 minutos a 1800 rpm (245).

Segun el método y la técnica que se utilice las concentraciones de plaquetas,
leucocitos, eritrocitos y GFs pueden variar, se obtienen diferentes fracciones que se
pueden clasificar en los siguientes preparados (245):

= Preparado rico en GFs (PRGF)

=  Plasmarico en plaquetas y GFs (PRPGF)

=  Plasma rico en plaguetas (PRP)

=  Plasma pobre en plaquetas (PPP)

=  Plasma rico en plaquetas y leucocitos (LR-PRP)

=  Plasma rico en plaguetas y pobre en leucocitos (LP-PRP)

Con otras técnicas de centrifugacién de la sangre completa sin utilizacién de
trombina se ha desarrollado la obtencion de un biomaterial a base de fibrina activada
y no una suspension liquida de plaquetas, se trata de la fibrina rica en plaguetas
(FRP). Es similar a la matriz cicatricial formada en la curacién natural de las heridas,
donde se presenta una mayor concentracion de fibrina, una polimerizacion mas

fuerte y unas propiedades biomecéanicas mas elevadas (s) (9):
=  Fibrina rica en plaquetas puro (P-PRF)

=  Fibrina rica en plaquetas y leucocitos (L-PRF)

Definicion y tipos de factores de crecimiento. Implicacion en

el proceso de cicatrizacion

En organismos compuestos por mdltiples células es necesario desarrollar y
mantener una sociedad celular, en donde las células son capaces de interactuar unas
con otras y mantener la homeostasis. En este complejo proceso de sefializacion e
interaccion intercelular a nivel molecular toman un papel fundamental los GFs (246). Se
trata de proteinas tipo hormonal que pertenecen a un grupo mas amplio de citoquinas,

junto con otras proteinas como el factor de necrosis tumoral, interferdn, interleuquinas y
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factor estimulante de colonias. Son primeros mensajeros que se unen a receptores
glicoproteicos de membrana para iniciar la transduccion de una sefial, o bien tipo
receptor catalitico directo o acoplado a proteina G (247), alcanzando sus funciones
fisiolégicas a menor concentracidon que otros mensajeros como las hormonas. Estos
GFs no s6lo se encuentran como formas solubles en la sangre y otros fluidos corporales
sino que también existen como proteinas ancladas a la membrana, actuando tanto como
precursores de futuros factores solubles como moléculas biolégicamente activas en si

mismas (246).

Se reconocen hasta 6 familias de GFs implicados en la cicatrizacién de heridas
(Tabla 2). Caracteristica atribuida sobre todo a la gran capacidad de quimiotaxis,
induccién de la proliferacion celular, angiogénesis y actuacion sobre la MEC, desde la
regulacién de la sintesis hasta la degradacion de la misma. Dentro de una misma familia
comparten similitudes estructurales e incluso receptores o familias de receptores
comunes (248). La mayoria de estos receptores poseen dominios intracelulares con
actividad tirosina quinasa, que parece que guardan relacién con la regulacion de la

proliferacién celular tras el dafio tisular (24s).

Una vez liberado, el GF pueden actuar sobre la misma célula que lo secretd
(estimulo autocrino) como el factor TGF-B, sobre células adyacentes (estimulo
paracrino) como los factores PDGF, TGF-a y TGF-B o sobre células distantes al lugar
de secrecion (estimulacion endocrina) como los factores IGF-I e IGF-Il (247). E incluso
inducir retroalimentacion positiva incrementando su propia produccion (). La duracion
de la actividad de estas proteinas va a marcar también la accion sobre el ciclo celular
de las células diana. Asi, factores como PDGF y FGF acttan en la fase Go del ciclo
celular, llamados de competencia, y otros como IGF lo hacen sobre las fases S y Gy,
llamados de progresién (247), con la finalidad de llevar a cabo diversas acciones

generales (249):
- Quimiotaxis: atraccion celular al lugar de la herida
- Mitosis: induccion de proliferacion celular
- Angiogénesis

- Regulacioén de la sintesis y degradacion de componentes de la MEC
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FACTOR DE CRECIMIENTO TRANSFORMADOR (TGF):

El TGF-B es una superfamila de proteinas que incluye mas de 40 miembros, son
termoestables al igual que son estables en ambientes acidos, de un peso molecular de
25 kDa (250). Originariamente se caracteriz6 como una proteina secretada por una linea
celular tumoral que era capaz de inducir en cultivo, un fenotipo diferente de células no
neoplasicas, con efecto reversible tras la retirada de la influencia de esta proteina, de
ahi el nombre que persiste como factor transformador (250). Engloba una amplia gama
de proteinas que estan relacionadas estructuralmente pero diferenciados desde el punto
de vista funcional (251), ya que influyen en una gran cantidad de procesos celulares que
van desde la regulacion de la diferenciacion y proliferacion celular hasta procesos
fisiologicos complejos como la inflamacion y la cicatrizacion de tejidos (252). Algunas de
estas proteinas son los TGF-(3, las activinas e inhibinas, las proteinas formadoras de
hueso (BMPs), los factores de crecimiento y diferenciacion (GDFs), la sustancia
inhibidora Muleriana (MIS) y los factores neurotréficos derivados de la glia (GDNFs) (253).

En el grupo del TGF- existen diferentes isoformas: TGF-1, TGF-2y TGF-B3, que
llegan a compartir desde un 60% a un 80% de aminoacidos homoélogos (252). Las
isoformas TGF-B1 y TGF-B2 son producidas por muchos tipos celulares mientras que
las TGF-B3 son unicamente sintetizadas por células mesenquimatosas (254). En el
proceso de cicatrizacion, tienen funciones distintas pero necesarias que se superponen
durante todo el proceso. Las tres poseen efectos antiproliferativos potentes sobre
diferentes tipos celulares. Sin embargo, las isoformas TGF-B1 y TGF-2 son inductores
de la formacion de MEC, ademas de promover la proliferacién de fibrobastos y

transformarlos en fenotipo miofibroblastico, potenciando la fase de contraccién (255).

Se sintetizan como una molécula precursora inactiva formada por un péptido maduro
y un predominio de longitud variable, intracelularmente antes de su secrecion se escinde
por un proceso de protedlisis separandose estos dos fragmentos diferenciados. La
molécula activa dimérica se une no covalentemente al péptido asociado a la latencia
(LAP), que corresponde al predominio escindido con anterioridad, para formar
complejos latentes pequefios. En la mayoria de las ocasiones, estos complejos latentes
pequefios se unen a unas terceras proteinas llamadas proteinas de fijacion al TGF-
latente o Latent TGF-B-Binding Protein (LTBP) mediante puentes disulfuro, dando lugar
a un nuevo complejo conocido como complejo latente largo. Las LTBP no tienen
capacidad de inducir latencia del TGF-B, ese papel recae en las LAP; sin embargo, si

gue poseen un papel en la secrecion de estos complejos fuera de la célula productora,
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en el almacenamiento extracelular de los complejos latentes y en la activacién

extracelular del TGF-3 (256).
Una vez secretado los complejos pequeiios y largos, pueden tomar varios caminos:

A. La activacion extracelular del TGF-B, que mediante acciones autocrina y
paracrina se unen a los receptores de membrana de las células diana

precipitando la cascada de sefalizacion intracelular.

B. Pasar a la circulacién sanguinea unidos a ciertas proteinas plasmaticas
como trombospondina, inmunoglobulinas o macroglobulinas, evitando la
desnaturalizacion de los complejos cuya vida media es muy corta, de apenas 2-
3 minutos. Para poder ser transportados y actuar en tejidos distintos de donde

fueron formados y secretados.

C. La mayor parte de los complejos, gracias a las LTBP, se unen a la MEC
constituyendo un reservorio de TGF-B, que se ira liberando segun las
necesidades fisioldgicas (257). El TGF-[3 es liberado en su forma biolégicamente
activa por la accibn de proteasas, como plasmina o elastasa, o0 por
entrecruzamiento mediado por transglutaminasa 2 (TG2) de LTBP y/o LAP. De
este modo, el TGF-f3 activo (proteinas homodiméricas o heterodiméricas activas)
se unira a sus receptores diméricos de membrana con actividad serina/treonina
cinasa tipo | o tipo Il para llevar a cabo sus funciones biol6gicas, iniciando la

compleja via de sefializacién en las células diana (252).

Se producen grandes cantidades tras el dafio tisular, secretadas localmente en un
primer momento por plaquetas y posteriormente por neutréfilos, macréfagos y
fibroblastos. Tienen capacidad de autoregulacion actuando de manera autocrina y
paracrina sobre los macrofagos, ademas estimulan la produccién de otros GFs como
FGF, PDGF y TNF-a gracias a su interaccion con monocitos (250). Los complejos quedan
en forma latente secuestrados en la MEC desde donde son liberados sostenida y
continuamente a lo largo del proceso de cicatrizacion gracias a ciertas sustancias
proteoliticas como plasmina, trombospondina-1, MMP-2, MMP-9 e integrinas (251)

expresadas en la superficie de fibroblastos, células epiteliales y células dendriticas.

Las funciones fisiolégicas y fisiopatologicas del TGF-3 son extensas, ya que casi

todos los tipos celulares pueden secretarlo y ademas expresar sus receptores (253):
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1. Intervienen en la proliferacién celular, diferenciacion y expresién
génica de todos los tipos de células principales implicados en la cicatrizacion de
heridas (250), tanto células epiteliales, endoteliales como hematopoyéticas. Pero
a diferencia de otras citoquinas, inducen la inhibicion. Llevan a la apoptosis

celular en algunos casos.

2. Poseen propiedades inmunorreguladoras, por lo que ejerce una
funcién importante como regulador negativo de las respuestas inmunitarias pro-
inflamatorias en diversos 6rganos, entre los que se encuentra el intestino (2ss).
Para ello controlan la diferenciacién celular del sistema inmune y, ademas, tienen
un papel importante en la inhibicién de la secrecién de anticuerpos de linfocitos
B, inhiben la accidn citolitica de linfocitos T, NK y células LAK. Inhiben el efecto
y/o la produccién de IFN-y, TNF-a y TNF-B e interleuquinas 1,2 y 3 (IL-1, IL-2,
IL-3).

3. Estimulan la quimiotaxis de fibroblastos, linfocitos, neutrofilos vy

macrofagos.

4. Promueven la angiogénesis mediante la induccion de dos polipéptidos

relacionados con monocitos, IL-1 y TNF-a (247).

5. Una de sus funciones principales esté relacionada con la modulacién de
la MEC. La produccion de MEC representa su accién mas importante en las
células mesenquimatosas, para ello se superponen diferentes acciones:
incremento de la expresién de proteinas de la MEC como fibronectina,
vitronectina, preteoglicanos, tenascina y colageno por los fibroblastos (250), la
supresion de la expresion de proteasas degradadoras de la matriz, la induccién
de la expresion de inhibidores de proteasas (TIMPs) y la regulacion de la
expresion de integrinas que actian como receptores de diversos componentes
de la MEC (257). La conjuncién de todas estas acciones se dirige hacia un
aumento de la formacion de MEC y en la interaccion de las células con la matriz.
Estas funciones son muy importantes en el proceso de cicatrizacion, sobre todo

en fases mas tardias de la misma.

Cuando se alteran la activacion de la citoquina o la transcripcion de la sefal
intracelular de las células diana se produce una disfuncién que explica el papel
fisiopatologico del TGF-B en enfermedades como fibrosis, cicatrizacion anormal,
enfermedades autoinmunes (enfermedad inflamatoria intestinal o enfermedad celiaca)

(258), enfermedades parasitarias y cancer. Los principales reguladores de la expresion
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in vivo del TGF-B son cambios en los niveles de hormonas esteroides, dafio celular,

estrés, o infecciones virales o parasitarias (253).

El TGF-B1 es la molécula prototipo de esta superfamilia y por lo tanto ha sido la mas
estudiada (253). Al igual que la familia a la que pertenece, el TGF-1 se secreta en forma
de complejos latentes que inmediatamente se unen a proteinas de la MEC provocando
su almacenamiento. Por lo tanto, la secrecion de este factor por las células productoras
no se correlaciona temporalmente con la funcién que realiza cuando estd activo. A
consecuencia de una variedad de desencadenantes fisicos, quimicos y bioldgicos tales
como temperatura elevada, pH &cido, especies reactivas de oxigeno, integrinas,
proteasas (plasmina...), trombospondina-1, el TGF-1 se libera de la LAP activandose
259). Una vez activo tiene capacidad de autoregulacion, ejerciendo una
retroalimentacién negativa disminuyendo la liberacion de otras moléculas de su
reservorio (257). Algunos estudios han profundizado en la regulacion genética del TGF-
B1, donde parece que la presencia o ausencia de proteinas de la MEC pueden influir en
la expresion de esta molécula de forma negativa, cuando existen menos interacciones
celulares con proteinas de la MEC se induce la formacién de nuevas proteinas para que
formen parte de la MEC (254). Su sefializacién esti estrechamente regulada en tres
entornos distintos: en el espacio extracelular, en la membrana celular y en la regién
intracelular, como ocurre intracelularmente en la célula diana por el sistema smad (259).
Es multifuncional, ya que regula la diferenciacion, la apoptosis, la migracion y
cicatrizacion de heridas (259). Es un potente modulador de la MEC: a) mejora la sintesis
de colageno y disminuye su degradacion regulando la expresion de varios genes que
codifican las MMPs, capaz de inhibir la escision de colageno actuando sobre las MMP-
1, MMP-3 y MMP-9 (260), b) actla sobre fibroblastos, osteoclastos y células endoteliales
estimulando la sintesis y depdsito de proteinas de la MEC, ademas incrementa la
expresion de integrinas y receptores que median las interacciones celulares con
proteinas de la MEC (254). Es el inhibidor més potente de la proliferacion de células de
origen mieloide, mesenquimal, epitelial, linfoide, endotelial y de varios tipos de células
malignas. Sin embargo, puede estimular la proliferacion de fibroblastos normales, de
células no epiteliales y ciertos tipos de células mesenquimales (261). En este sentido, se
ha demostrado que induce la activacion y diferenciacion de los fibroblastos en
miofibroblastos, gracias a una regulacion positiva de la expresion de la actina-a del
musculo liso (a-SMA), facilitandose la fase de contraccion, lo que permite la
aproximacion de los bordes de la herida para completar la cicatrizacion (25s) (262). Esto
podria tener importancia en la fase temprana de cicatrizacién de anastomosis intestinal

donde esta asociada con incrementos locales de la expresién de TGF-B1 (263).
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FACTOR DERIVADO DE LAS PLAQUETAS (PDGF):

El PDGF se descubrié en 1970, es una proteina termoestable de 30-32 kDa de peso
molecular formada por dos cadenas peptidicas unidas por puentes disulfuro
identificadas como A y B, combinadas de manera homodiméricas o heterodiméricas lo
que da lugar a diferentes isoformas: PDGF-AA, PDGF-AB, PDGF-BB, PDGF-CC, y
PDGF-DD (250). La principal fuente de estas proteinas son las plaguetas, pero también
es secretado por macréfagos, monocitos, fibroblastos, células endoteliales, células del
musculo liso vascular y queratinocitos (250). Para llevar a cabo su funcién necesita unirse
a tres diferentes receptores transmembrana del tipo tirosina quinasa estructurados por
cadenas heterodiméricas u homodiméricas tipo ay B (251). EStos receptores se expresan
en fibroblastos, células de mdusculo liso, células endoteliales microvasculares y
plaquetas (264). Para conseguir un efecto considerable en el proceso de cicatrizacion es
necesario que estén presentes localmente en altas concentraciones, no altera la
secuencia del proceso pero acelera la tasa de cicatrizacion (265). Ya que, la produccion
en el lugar del dafio tisular no es constante y los aumentos en la concentracion se ha

correlacionado con una mayor formacién de tejido conectivo (247).
Principales papeles en la cicatrizacion:

1. Presenta un efecto mitdgeno sobre células mesenquimales tales como

células gliales, musculares y fibroblastos (250).
2. Quimiotaxis para Neutroéfilos, macrofagos vy fibroblastos (265).

3. Potencia la diferenciacién fenotipica de miofibroblastos a partir de

fibroblastos, ayudando a la contracciéon de la herida (264).

4. Es el factor mas importante en la activacién de las proteasas de la

matriz permitiendo la escisién del colageno (colagenasas) (250).

5. Ademas, es uno de los factores que actlia de forma mas directa en el
efecto de enyesado o rellenado de las lesiones, ya que, gracias a los fibroblastos
se incrementa la formacion de MEC mediante la produccion de fibronectina,

proteoglicanos y &cido hialuronico. Fomenta la deposicion de colageno (264).
6. Producciény secrecion de otros GFs al actuar sobre macréfagos (265).
En cuanto a la isoforma PDGF-B, su expresion se concentra principalmente en

neuronas, células endoteliales vasculares y megacariocitos. Una vez sintetizado por
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estas células presenta un predominio N-terminal, el cual debe ser escindido para llevar
a su activacion, intracelularmente o bien extracelularmente tras su secrecion, gracias a
la que parece la enzima mas probable la proprotein convertarsa (266). EI extremo C-
terminal se une a componentes de heparan sulfato de la MEC o de la superficie del
endotelio permitiendo su reservorio en lugares adecuados. Finalmente, gracias a la
protedlisis por trombina se liberan para activar los receptores celulares especificos a o

B (267).
En funcién de la unién a unos u otros receptores:

a) Puede dar lugar a quimiotaxis cuando estadn involucrados receptores a,
provocando la atraccion de células implicadas en el proceso inflamatorio y cicatricial

(neutrdfilos, monocitos y fibroblastos).

b) O el impulso de la proliferacion tisular y modulacion de otros factores, cuando

intervienen receptores .

El estudio de los patrones de comportamiento del PDGF y de la expresién de sus
receptores en modelos experimentales tanto in vitro como in vivo han demostrado que
tras la lesion se liberan tempranamente y abundantemente, una vez originada la
degranulacion de las plaquetas durante la fase de coagulacién (251) (264) y su modo de
accion es similar a la actividad autocrina y paracrina hormonal (264). En estudios
experimentales en donde se ha utilizado, parece que se aprecian estas cualidades que
se describen incrementando la vascularizacion y la proliferacion celular, mejorando la
calidad de la cicatrizacion con la deposicion abundante de colageno bien organizado
(268). Sin embargo, cuando se producen alteraciones en la sefializacion normal del PDGF
se dan situaciones patolégicas en donde se descontrola la proliferacion celular, el
aumento patolégico de fibroblastos en su fenotipo miofibroblastico, asi como el depdsito
aumentado de MEC (267). El papel patolégico principal del PDGF se basa en su alta
capacidad mitdgena (269, como consecuencia aparece fibrosis en aquellas
localizaciones donde deberia desarrollarse una cicatrizacion normal, su extension

puede alterar la funcién normal del érgano afecto (269) (267).

OTROS FACTORES DE CRECIMIENTO:

La angiogénesis también adquiere un papel crucial para la cicatrizaciéon de las
heridas. Los factores de crecimiento reguladores de la neovascularizacion mas

importantes son el VEGF y el FGF, ademas de la estimulacién de la migracién de
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queratinocitos vy fibroblastos, juega un papel fundamental en el incremento de nuevos

vasos sanguineos en la zona perilesional (270).

La familia de VEGF son glucoproteinas que incluye 6 isoformas: factor de
crecimiento placentario (PIGF), VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D y VEGF-E.
Llevan a cabo sus funciones biol6gicas cuando se unen a receptores de superficie
tirosina quinasa (VEGFR-1, VEGFR-2, VEGFR-3) (255) (271). Las isoformas de VEGF son
secretadas como dimeros antiparalelos ligados a cisteina. Una vez extracelularmente e
inactivas por diversos inhibidores, son secuestradas por proteoglicanos heparan-sulfato
de la MEC (272). Cuando existe demanda de VEGF en situaciones de inflamacién o
tumorogénesis, diversas proteasas como la MMP-9 escinden los péptidos de VEGF (273)

permitiendo que estos actlien sobre sus receptores especificos.

En la cicatrizacién de heridas el VEGF se centra en varios pilares fundamentales

dirigidos a desarrollar angiogénesis y permeabilidad vascular.

A) Antes de iniciar la formacion de nuevos vasos sanguineos el entorno
donde se ha producido el dafio comienza a cambiar para favorecer la migracion
de células endoteliales, paso previo a la proliferacion de las mismas. Para ello,
se dan unas condiciones proteoliticas especiales promovidas por VEGF que
destruye elementos de la membrana basal y la MEC facilitando la migracion
celular endotelial al tejido dafado. Induce factores procoagulantes en el
endotelio como el factor de Von Willebrand, que favorece la adherencia y
agregacion de plaquetas. Estas a su vez son capaces de sintetizar y liberar
VEGF vy otras proteinas, que activan y mantienen la cascada de la coagulacion
necesaria para formacién ultima de trombina y fibrina (271). EI VEGF aumenta
directamente la secrecion de colagenasas por las células endoteliales (MMP-1,
MMP-3 y MMP-9), inhibidores de proteasas, TIMPs, gelatinasa A (MMP-2),
uroquinasa, activador del plasminégeno (UPA y tPA) asi como plasmindégeno
activador inhibidor-1 (PAI-1) (271).

B) Sus funciones se centran activamente sobre las células endoteliales de
forma mitogénica y morfogénica, potenciando la angiogénesis y la
linfangiogénesis. Mantiene la integridad y la supervivencia de las células
endoteliales por medio de la activacidon de las vias antiapoptéticas (274),
aumentando la vida util absoluta de las células endoteliales. Ademds, potencia
la proliferacion y la migracién de células endoteliales por la MEC. Todas estas

acciones van encaminadas a la formacion de nuevos vasos sanguineos, muy
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importante para dar lugar al tejido de granulacion o fibrovascular formado por
fibroblastos, colageno y vasos sanguineos (271). En este contexto, hay estudios
gue sugieren que el VEGF, aunque no induce la proliferacién de fibroblastos, si
parece funcionar como factor quimiotactico de estos hacia el tejido dafiado (272).

C) Incrementa la permeabilidad y vasodilataciéon de microvasos en el
tejido dafiado mediante la induccién de NO y prostaciclinas (271), lo que fomenta

la llegada de las proteinas y los elementos necesarios para la cicatrizacion (27s).

En cuanto a la regulacion, la tasa de secrecion del factor de crecimiento es un
elemento clave de la angiogénesis (273), bajos niveles de VEGF son esenciales para la
homeostasis de los vasos mientras que altos niveles producidos por células del estroma
hipéxicas o tumorales inducen ramificaciones de nuevos vasos (272). La isquemia y la
hipoxia son caracteristicas del dafio tisular, descendiendo la tasa de oxigeno tisular de
40-50 mmHg en la normalidad hasta 6-7 mmHg en el tejido dafiado. En esta situacion
hipoxica se inducen factores como el 1a, que conlleva la regulacidon positiva de la
expresion de VEGF y sus receptores, que a su vez promueven una angiogénesis para
reestablecer la microcirculacién y aumentar la tasa de oxigenacion de los tejidos (271).
Por otro lado, las enzimas proteoliticas son importantes moduladores de VEGF
extracelular con una funcién dicotémica. Tanto es asi que la liberacién de las mismas
se puede considerar como un agente proangiogénico y, sin embargo, en otras ocasiones
puede inhibir la angiogénesis. Esto se explica por el mecanismo de accion de estas
proteasas sobre el VEGF, que inicialmente escinden los péptidos de la MEC liberandolo
pero en otras circunstancias pueden adquirir una actividad altamente proteolitica

degradando el factor de crecimiento y frenando su capacidad angiogénica (273).

La isoforma VEGF-A se ha identificado como un estimulador potente de la
mitogénesis de la célula endotelial, migraciéon de células, efecto vasodilatador y un
mediador de la permeabilidad microvascular (70). Otra potente isoforma, la PIGF, es
capaz de estimular la angiogénesis evitando efectos secundarios comunes para VEGF
como el edema y la hipotension (276), pero sélo se ha aislado en la placenta. Ishii y
colaboradores es el primer grupo en aplicar VEGF-A intraoperatoriamente mediante
inyeccion en la muscularis propia de la linea de sutura de anastomosis de colon de
conejos comparado con otro grupo en los que sélo se inyect6 solucion salina (73). Los
resultados fueron significativos en el dia 4 postoperatorio pero no en los dias 3y 7;
encontrando mayores presiones de rotura, el andlisis histolégico y microangiogréfico

revel6 un aumento considerable del recuento de capilares submucosos y ademas se
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observaron incrementos significativos de infiltrado inflamatorio celular y proliferacion

fibroblastica (73).

El FGF es una familia de GFs vinculada a la heparina, que protege de la inactivacion
por calor, en donde se han identificado mas de 20 isoformas diferentes. Involucrada
tanto en el desarrollo como en la homeostasis del tejido adulto, pero también en la
regulaciéon metabdlica, en la cicatrizacion de heridas y en la regulacién de la actividad
celular como diferenciacion, migracion y proliferacion. Sus funciones estdn mediadas
por la union a receptores de superficie de células endoteliales tipo integrinas,
proteoglicanos heparan-sulfato y otros con actividad tirosina quinasa (FGFRs) (277). Uno
de los objetivos principales, al igual que el VEGF, es la induccion de angiogénesis.
Pero previamente el FGF realiza una funciéon importante de degradacién de la MEC
gracias a la actividad proteolitica del sistema activador plasmina-plasminégeno y
metaloproteinasas de la MEC. Silmutaneamente se sucede un efecto quimiotactico y
proliferativo de las células endoteliales que van a dar lugar a los nuevos vasos
sanguineos (278). La administracion de FGF ha demostrado que promueve
significativamente la proliferacion y migracion de fibroblastos en la anastomosis asi
como la neovascularizacion y el depésito denso de colageno, lo que puede ayudar a la
calidad del tejido de granulacién de la cicatrizacién segun Katsuno y colaboradores (279).

El EGF es un pequefio péptido de apenas 6 kDa de peso molecular sintetizado
principalmente por los macréfagos, plaquetas, linfocitos y fibroblastos (280), como una
preproteina glucosilada transmembrana de mayor tamafio que luego se escinde por
protedlisis en péptidos mas pequefios que dan lugar al EGF. Tiene un papel importante
en la cicatrizacion de heridas debido a la capacidad mitogénica sobre una amplia
variedad de células tales como hepatocitos, fibroblastos y células epiteliales (281).
Induciendo crecimiento celular, proliferacion celular (282) y diferenciacién (2s3). Para llevar
a cabo sus funciones necesita de unos receptores distribuidos en la superficie celular
de las células diana con actividad tirosina quinasa llamados receptores del factor de
crecimiento epidérmico (EGFR) (284). Se ha constatado el papel que ejercen las
integrinas, como canalizador de la via de sefializacion intracelular, y el EGF necesario
para activarlas en la reepitelizacion de los tejidos dafiados (280). El receptor y la proteina
tirosina quinasa citoplasmatica juegan un importante papel en el control de una variedad
de procesos celulares durante el desarrollo embriolégico y en la regulacion de muchos
procesos metabdlicos y fisioldgicos (285). Sin embargo, se ha podido comprobar que la

sobreexpresion de estos receptores en ciertas lineas celulares tumorales se asocia con
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un peor pronostico y disminucion de la supervivencia a diferencia de su presencia

normalizada (283).

El IGF es una familia de péptidos hormonales, estructuralmente homdlogo a la
insulina, formada por tres tipos diferentes de péptidos que presentan hasta un 50% de
amino&cidos homologos. Actian de forma paracrina 0 autocrina sobre receptores
asociados a la membrana de alta afinidad en las células diana, su principal fuente es el
higado pero también se conocen otras células que lo producen como macréfagos y
fibroblastos (286). La hormona de crecimiento actla sobre receptores hepaticos
induciendo la transcripcion de genes del IGF liberandose este factor a la circulacion,
sobre todo en el tipo | de la familia. En el torrente sanguineo circulan unidos a proteinas
de unidn, el tipo 3 de estas proteinas es el que se une mayoritariamente a IGF (hasta
en el 95% de los casos). Estas proteinas de unién, que también se producen en el
higado y en menor medida por otros tipos celulares, limitan el acceso del IGF a los
tejidos y sus receptores (287). Se forman dimeros de IGF-proteinas de union y éstos a su
vez dan lugar a complejos cuando se adhieren a una subunidad acido-labil, gracias a
estos complejos la semivida sérica del IGF se prolonga durante muchas horas (287). En
el momento que los péptidos de IGF se liberan de estos complejos pueden acceder a
los tejidos e interactuar con receptores especificos (287), que han sido caracterizados en
todo el tracto gastrointestinal (65). Tiene una amplia gama de efectos biolégicos y actla
en una gran cantidad de tejidos diferentes, promueven la proliferacion, supervivencia y
diferenciacion de muchos tipos celulares, incluidos los miofibroblastos (288). Se ha
comprobado in vitro como este factor actia sobre la morfologia de queratinocitos
alterando su forma y acelerando la epitelizacion del tejido dafado (286). Estan
involucrados en la sintesis de proteinas y de mielina, en la formacion ésea e
incrementan la supervivencia neuronal (287). Ademas, poseen funciones metabdlicas
variadas, algunas similares a la insulina como la disminucion de la glucosa plasmatica
tras su inyeccion en seres vivos o la captacion de glucosa por células in vitro ((288). En
esta misma linea, durante la infraalimentacion invierte el balance de nitrégeno e inhibe
degradacion de proteinas en el musculo (65). Sobre las células endoteliales, juega un
papel significativo en su fisiologia, en el estimulo de la sintesis de NO y favoreciendo la
migracion con la finalidad de formar nuevos vasos sanguineos (288), en cuyo proceso
intervienen los miembros de la familia de receptores de la integrina (289). No obstante, la
disfuncion del correcto funcionamiento de la familia de factores IGF puede dar lugar a
importantes consecuencias patologicas, esta implicado en complicaciones diabéticas,

arteriosclerosis, desordenes inflamatorios y procesos oncologicos (28s).

Pagina | 101



Introduccién
]

El factor de crecimiento de hapatocitos/factor de dispersién (HGF/SF) es una
molécula de 186 kDa de peso molecular heterodimérica unida por puentes disulfuro (290),
llamado asi por tratarse de un factor que se identifico independientemente como factor
de crecimiento de hepatocitos y también como factor de movilidad de células derivadas
de fibroblastos (291). Es producido por células mesenquimales, como ejemplo en el
higado se produce por las células de ito y en rifibn por células endoteliales y
mesangiales, que realiza su accién por mecanismos endocrinos y paracrinos sobre los
receptores del factor de crecimiento de hepatocitos (HGFR), tipo tirosina quinasa y
producto del protooncogen c-Met, que se encuentran en epitelios y melanocitos. Es un
modulador pleiotrépico de la proliferacion, morfogénesis y desplazamiento epitelial (291).
Las respuestas celulares a la estimulacién del c-Met por el HGF/SF son importantes
para la mediacién de una amplia gama actividades biol6gicas, incluido el desarrollo
embriolégico y homeostasis tisular (290), cicatrizaciébn de heridas (292) (293), actividad
antiinflamatoria (292), regeneracién de tejidos, angiogénesis, crecimiento, invasion y

diferenciacion morfogénica:

1. Funcion de dispersién celular: muy importante, implicada en diversos
procesos tanto fisiolégicos como el desarrollo normal, y patolégicos como por
ejemplo la tumorogénesis y las metastasis. Donde se suceden una serie de
eventos como diseminacion celular y disociacion celular para finalmente
promover la migracion de células, sobre todo epiteliales. EI HGF/SF es un
potente efector de dispersion celular, por lo tanto induce de forma importante,
previa a la migracion, la disociacion celular atenuando o disolviendo los enlaces

intercelulares (291).

2. Angiogénesis: el HGF/SF actia directamente sobre las células
endoteliales vasculares promoviendo su migracion, proliferacion, invasion de
tejido diana y estimulando su organizacion formando capilares. Pero también
actla indirectamente estimulando otros factores angiogénicos como el VEGF o

la IL-8 (291).

3. Apoptosis y proliferacion celular: la sefializacion HGF/SF-Met puede
afectar tanto la proliferacion como la apoptosis dependiendo del contexto celular
(291). El proceso de apoptosis es un proceso de muerte celular programada
altamente regulado, en este contexto el HGF impide las sefiales apoptéticas
mediante la inhibicion de la actividad de la caspasa-3 o a través de la induccion

de otras moléculas anti-apoptoéticas tales como Bcl — XL (290).
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4. Modulacién antiinflamatoria: la regulacién y disminucion de las
moléculas de adhesion de la superficie de células endoteliales por parte del HGF
inhibe la infiltracién de neutrdéfilos, también influye sobre eosindfilos inhibiendo
su migracion a través de la regulacion negativa de mediadores inflamatorios. En
cuanto a los macrofagos, el HGF es capaz de actuar sobre las citoquinas
producidas por estos, suprimiendo su produccion. Ademas, inhibe la
diferenciacion de macréfagos en otros tipos celulares mas especificos en la

respuesta inflamatorias (290).

5. Motilidad celular: el HGF/SF aumenta la motilidad de las células
epiteliales, ya que incrementa la polimerizacién de la actina, la formacién de los
filamentos de actina y la adherencia local, procesos que intervienen en la

motilidad celular normal (291).

En diversos estudios se ha constatado el importante papel que desempefia el
HGF/SF cuando es secretado tras el dafio tisular, induciendo respuestas concretas de
autoreparacion del tejido daflado en numerosos 6rganos. Normalmente, se secreta
como una forma biol6gicamente inactiva y latente que con el estimulo adecuado en las
zonas de lesion pasa a forma activada, lo que puede explicar que sélo se active

localmente en los 6rganos dafiados (290).
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Factor

TGF-B

PDGF

VEGF

FGF

EGF

IGF

HGF/SF

Célula productora

Plaguetas, linfocitos TH1
activadas,
macréfagos/monocitos,
neutréfilos, matriz 6sea 'y
cartilaginosa

Plaguetas, macréfagos,
monocitos, cél.
endoteliales,
cél.musculares lisas

Plaquetas, fibroblastos,
macréfagos,
queratinocitos, células
mesenquimales y céls. del
estroma

Plaquetas, macréfagos,
fibroblastos,
queratinocitos, astrocitos,
condrocitos

Queratinocitos,
fibroblastos, cél.
endoteliales, macréfagos

Fibroblastos, macro6fagos,
monocitos, neutrofilos,
hepatocitos

Cél. mesenquimales (cél.
de Ito, endoteliales y
mesangiales)

Blanco

Fibroblastos, cél.
estaminales de la
médula 6sea, cél.
endoteliales, pre-
osteoblastos

Fibroblastos,
musculo liso, cél.
gliales,
macréfagos,
neutréfilos

Cél. endoteliales,
monocitos,
macréfagos,
neuronas, cél.
epiteliales renales,
cél. tumorales
Fibroblastos

Cél. epiteliales, cél.

endoteliales

Fibroblastos,
condroblastos,
osteoblastos

Cél. epiteliales,
melanocitos

Efectos biolégicos

Estimula angiogénesis.
Estimula mitosis endotelial,
fibroblastica y osteoblastica.
Estimula formacion de MEC.
Quimiotaxis endotelial y
osteoblastica. Inhibe
formacion osteoclastos
Estimula sintesis de
proteinas y ADN en tej.
Oseo. Facilita la formacién
de colageno tipo I.
Mitogénesis cél.
mesenguimales,
osteoblastos y endoteliales.
Mitogénesis y quimiotaxis
cél. fibroblasticas, glial y
musculo liso. Efecto
angiogénico en cél.
endoteliales. Activador de
macroéfagos

Quimiotaxis y proliferacién
de cél. endoteliales.
Angiogénesis.
Hipermeabilidad vascular

Mitogénesis, crecimiento y
diferenciacion de
condrocitos y osteoblastos.
Proliferacion fibroblastos e
induccién fibronectina.
Quimiotaxis cél. endoteliales
Estimula quimiotaxis
endotelial y angiogénesis.
Regula secrecion de
colagenasas. Estimula
mitogénesis de cél.
mesenquimales y epiteliales
Proliferaciéon y
diferenciacion de cél.
mesenquimales y de
revestimiento. Sintesis de
colageno. Estimulacion
sintesis de matriz 6sea.
Potencian la accion de la
insulina

Estimula migracion,
proliferacion y produccion
de metaloproteinasas de la
matriz. Neovascularizacion.

Introduccién

Participacion
en proceso de
curacioén

Inflamacion
Formacion tejido
de granulacién
Reepitelizacién
Formacion y
remodelacion de
MEC
Inflamacion
Formacion tejido
de granulacion
Reepitelizacién
Formacion y
remodelacion de
MEC

Formacion tejido
de granulacion

Formacion tejido
de granulacion
Reepitelizacién
Formacién y
remodelacion de
MEC
Reepitelizacién

Formacion tejido
de granulacion
Reepitelizacion

Formacion tejido
de granulacion

Tabla 2 Resumen produccion, células dianay funcion de factores de crecimiento
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Rutas de aplicacion de los factores de crecimiento y plasma

rico en plaquetas

A lo largo de los diferentes estudios experimentales se han puesto a prueba una
amplia variedad de transportes y aplicabilidad de GFs. Generalmente estos tienen una
semivida muy corta y las células implicadas necesitan una exposicién mas prolongada,
hecho que ha promovido la introduccion de formas de cesidén de estas proteinas con

capacidad de prolongar su bioactividad (249).

Se pueden dividir segun la via de administracion del farmaco, como sistémico o local,
y segun el momento en el que se administren, desde la aplicacion preoperatoria hasta

la administracion postoperatoria repetida.

La dosis necesaria a administrar es otro punto de controversia. En estudios
experimentales se ha comprobado que se necesitan dosis mayores in vivo comparadas
con las dosis necesarias para estimular a las células in vitro. Esto se debe
probablemente a la dispersion de las proteinas por el tejido circundante a la herida y por
la accion de diversas proteasas que actlian sobre los GFs aplicados (249).

Las rutas sistémicas incluyen las vias intravenosa, subcutanea e intraperitoneal (59)
(59) (64) (63) (65). En algunos estudios se administra de forma continua por bombas
osmoéticas implantadas subcutaneamente (294) 0 intraperitonealmente (295. La
administracién intravenosa de GFs podria estar limitada por un periodo de vida media
bastante corto debido a la degradacion rapida por las proteasas del suero (296). En la
cicatrizacion de anastomosis experimental intestinal, las aplicaciones intravenosas de
GFs no se investigaron, posiblemente debido al tamafio del animal y por la disponibilidad
de otras rutas de administracién mas faciles y accesibles, aunque si existen algunos
estudios que han utilizado la administracion endovenosa para administracion de GFs
(296) (297). Ademas, la administracion sistémica también podria aumentar el riesgo de
efectos secundarios indeseables y dafio organico a distancia, como la tumorogeésis,
donde esta implicado la administracién de altas dosis de GFs y/o de dosis repetidas
menores a lo largo de periodos largos de tiempo para alcanzar efectos terapéuticos (29s).
Por lo tanto, el objetivo debe ser el de hallar medicamentos compuestos por GFs que
alcancen el suficiente nivel terapéutico con la aplicacion de dosis més limitadas limitar
la dosis sistémica tanto como sea posible, pero consiguiendo un suficiente nivel

terapéutico en el sitio de la anastomosis.
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La mayoria de autores administraron los GFs en el momento de la cirugia (299) (236)
(300), aplicandolos localmente justo en el sitio donde se espera su efecto (73) (5) (68) (67), |0
cual sélo es posible a través de un acceso directo durante el procedimiento quirdrgico.
La aplicacion intraluminal de GF incluye sonda nasogéstrica u oral (72), enemas (301) e
incluso administracion via colostomia de vectores adenovirales para la transferencia
génica. En este sentido, también se ha utilizado la inyeccion de pldsmidos bacterianos

para permitir la transferencia (302) (303).

Para la aplicacion local se ha experimentado con diversos procedimientos:
suspensiones, como la de colageno, o peliculas, como las de gelatina acida de hidrogel.
El pegamento de fibrina ha sido utilizado en las anastomosis intestinales
experimentalmente y clinicamente per se, pero también en los Ultimos afilos como
transporte de factores de crecimiento (67). Al igual que en otros tejidos como el cartilago,
piel o en la regeneracion nerviosa, el pegamento de fibrina se ha utilizado con éxito
como transporte de factores de crecimiento para bFGF, PDGF y factor de crecimiento
del nervio (NGF) (304). La inyeccidon subserosa o intramuscular en la zona de
anastomosis intraoperatoriamente ha sido utilizada por varios autores; sin embargo, se
ha descrito que la concentracién no se mantiene constante, sino que alcanza un pico
maximo durante las primeras 24 horas postoperatorias y luego disminuye con el tiempo

debido a la accion de las proteasas.

En un intento por conseguir una liberacion local sostenida de factores de crecimiento
y al mismo tiempo protegerlos de la actividad de las proteasas del suero se han
desarrollado varios transportes como alginato (305), dextrano, acido hialurénico,
heparina, alcohol de polivinilo y polimeros de acido lactico y &acido glicélico (PLGA),
todos se han utilizado hasta ahora para la reparacion y regeneracion vascular, curacion
de heridas y otras aplicaciones (Fig. 8). Sin embargo, estos materiales poliméricos
tienen sus propias desventajas como la degradacion rapida, desnaturalizacion de GFs
debido a los complejos irreversibles, déficit de proliferacion celular y ambientes &cidos
por la isquemia periherida, lo que podria provocar la reduccién de la funcionalidad de la
proteina, ademas de causar potenciales respuestas inmunes e inflamatorias agudas

(306).

El material ideal para la fabricaciébn de andamios para el transporte debe reunir una
serie de caracteristicas basicas como proporcionar un ambiente adecuado para permitir
la funcion, migracién y proliferacion celular. También deben tener en cuenta la
regeneracion y desarrollo del tejido. Y lo mas importante es que no debe provocar

ninguna reaccion inmune (306).
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Entre los polimeros utilizados en el desarrollo de microparticulas para la liberacién
controlada de moléculas activas destacan los poliésteres alifaticos, formados por
unidades monomeéricas de acido lactico y de &cido glicélico. Estos biopolimeros estan
disponibles para uso médico y han sido aprobados por la FDA (Food and drug
Administration) para elaborar sistemas para la administracion de sustancias activas por
via parenteral, ademas gracias a su biocompatibilidad han sido empleados en

numerosas aplicaciones biomédicas, tales como suturas reabsorbibles e implantes (307).

‘e

Strategies for

growth factor
delivery

Fig. 8 llustracion esquematica de los sistemas de administracion
de farmacos cargados con factor de crecimiento
Tomado de Park et al (308)

La literatura reciente ha mostrado que la degradacion de PLGA puede ser empleada
para la liberacion sostenida de medicamentos en dosis deseables mediante
implantacién sin procedimientos quirdrgicos. Asi mismo, es posible modular las
propiedades fisicas del polimero controlando parametros relevantes como peso
molecular, proporcion de lactico/glicolico frente a concentracién de molécula activa para

conseguir una dosis deseada y unos intervalos de liberacién determinados (309).

Se han llevado a cabo varios estudios en donde se han construido andamios de
alginato poroso junto con la incorporacién de microesferas de PLGA. En uno de ellos
las microesferas se cargaron con bFGF y se implanté en la capa mesentérica del
peritoneo de rata, comprobandose que el nUmero de capilares que penetran en los
andamios liberadores de bFGF fue cuatro veces superior al grupo control en el que se
implantaron los andamios sin bFGF (310). En otro estudio, las microesferas de PLGA se
cargaron con EGF recombinante y se incorporaron a andamios de alginato para el

tratamiento de heridas en ratas diabéticas, objetivAndose una aceleracion en la curaciéon
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de la herida. Los estudios in vitro también demostraron la bioactividad del EGF
recombinante encapsulado y la proliferacion de fibroblastos en presencia del GF
encapsulado (311). En el primer trabajo publicado, por Han y cols. en 2001, se describe
la preparacion de microesferas de poli (4cido L-lactico) cargadas con EGF cuya
liberacion sostenida mejoro la cicatrizacién de Ulceras géastricas provocadas en ratas
(312). Katsuno describio la aplicacién local de microesferas de PLGA cargadas con bFGF
incorporados a hidrogeles de gelatina, que se inyectaron en la subserosa de la
anastomosis (279) y Sakallioglu utiliz6 microesferas con EGF en esponjas de gelatina,

gue se colocaron envolviendo la anastomosis alrededor y fijadas con suturas (313).

Con la misma finalidad, se han utilizado suturas recubiertas con PLGA como
vehiculo para GF permitiendo su liberacion sostenida en el lugar de la anastomosis. En
la literatura existen varios estudios de estas caracteristicas, en donde se realiza una
anastomosis de colon de rata con sutura reabsorbible recubierta por PLGA cargada de
IGF-1 evaludndose posteriormente las caracteristicas histolégicas de la linea de sutura,
la proliferacibn de células, la neovascularizacion y la presion de rotura de la
anastomosis. Uno de ellos comparaba de forma aleatorizada grupos de ratas sanas en
los que se utiliz6 sutura reabsorbible recubierta o no (5. En el otro estudio, la
anastomosis intestinal se estudié en ratas en las que se habia inducido una colitis
controlada, comparandose también de forma aleatorizada grupos en los que se habia
utilizado suturas recubiertas o no (68). Los resultados parecen alentadores mostrandose
un aumento de la neoangiogénesis y de los depdsitos de colageno, también mejoraron
las presiones de rotura durante una fase temprana. El principio de sutura recubierta para
la distribucion de medicamentos también fue aplicado por Pasternak (130), quien us6
suturas cubiertas de fibrinbgeno para la liberacién local de doxiciclina, que reduce la

degradacién de la matriz a través de la inhibicion de MMPs.

De forma indirecta, se ha pretendido mantener la bioactividad de los GFs mediante
la administracion de compuestos miméticos al heparan-sulfato, como el llamado
OTR4120, compensado su degradacion enddgena (314). Hasta la fecha no se han

obtenidos resultados verdaderamente positivos por esta via de investigacion.
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1.1 Justificacion

Las anastomosis intestinales pueden presentar complicaciones muy graves incluso
en las mejores condiciones tanto técnicas como fisiol6gicas, siendo el mas importante
por sus consecuencias la dehiscencia. No cabe la menor duda de que la incidencia se
incrementa cuando coexisten diversos factores de riesgo, que influyen negativamente
en los procesos de cicatrizacion de los tejidos. En la actualidad no existe aln un
mecanismo, material o técnica que minimice esta complicacion, siendo ésta una linea

de investigacion de gran predicamento.

Por otro lado, el uso de GFs abre una gama completamente nueva de posibilidades,
ya que ha demostrado su capacidad para estimular el crecimiento celular en una
variedad de tejidos y su participacion en el complejo proceso de la regeneracion de los
tejidos, lo que puede conducir a una reduccién de las importantes complicaciones
cuando la cicatrizacién no se produce con normalidad (s9), ademas de participar en la

regulacion de otros mecanismos como la inflamacion.
Teniendo en cuenta todo lo anterior, proponemos la siguiente hipétesis de trabajo:

“La aplicacién de factores de crecimiento, procedentes de plasma rico en
plaguetas, en anastomosis de colon mejora la cicatrizacién intestinal,

disminuyendo la probabilidad de dehiscencia de sutura”.

2.2 Objetivos

General

Evaluar el impacto sobre la cicatrizacién de anastomosis colénica en modelo animal
tras la inmersion de la misma en factores de crecimiento procedentes de plasma rico en

factores de crecimiento alogénico durante 15 minutos.

Especificos

A) Estudio histoldgico de la anastomosis
B) Estudio molecular de la anastomosis mediante medicion de hidroxiprolina

C) Evaluar la aparicién de complicaciones postoperatoria
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3.1 Experimentos previos al ensayo

Como prueba preliminar y clave antes de comenzar el proyecto de investigacion
consideramos que es fundamental demostrar que, tras sumergir las anastomosis en
PRGF durante tiempos variados, éstas se impregnan con factores de crecimiento. El
factor de crecimiento elegido es el TGF-R1, puesto que mediante andlisis de ELISA es

el gue se encuentra en mayor concentracion en las muestras de PRGF extraido.

Comparacion tiempos de inmersion

El tejido es sumergido durante diferentes intervalos de tiempo: 5, 10 y 15 minutos
en soluciéon de PRGF y es sometido a un primer analisis inmunohistoquimico para
detectar el anticuerpo elegido (TGF-$1) y su correspondencia con el intervalo de tiempo

de inmersion.

La técnica consiste en incluir las muestras de tejido, sumergido en los diferentes
intervalos, en parafina para poderlo cortar en secciones de 4um de grosor y realizar la
tincion. El datasheet del anticuerpo elegido (TGF-B1 (TB21), sc-52893) nos recomienda
un rango de dilucion 1:50-1:500, por ello se realizé una primera tincién para determinar

la concentracion adecuada: la seleccionada finalmente es la 1:50.

Tan s6lo a partir de los 15 minutos se observo algo de marcaje positivo, por lo que
se realiz6 una segunda tincion con muestras sumergidas a 15 y 20 minutos. Sin
embargo, no se obtuvieron los resultados esperados por lo que se decide someter a las

muestras a una segunda técnica mas especifica llamada Western blot (315).

Se decidié someter a esta segunda técnica los tejidos sumergidos en PRGF durante
intervalos de tiempo de 15 minutos, ya que es el Unico intervalo que arrojé un marcaje
positivo leve en inmunohistoquimica. Ademas, se compara con otra muestra de tejido

no sumergida en PRGF a modo de control.

Los tejidos a estudiar se introducen en nitrégeno liquido, posteriormente se disgrega
el tejido empleando un polytron homogenezer, adicionando 1,5 mL de solucion de lisis
y homogeneizacion. Por ultimo, se somete la solucién a centrifugaciéon a 13.000 rpm
durante 5 minutos y se obtiene el sobrenadante. Una vez cuantificadas las proteinas y
preparadas las muestras se carga un gel de acrilamida al 12%. Tras revelar la

membrana obtenemos el siguiente resultado (Fig.9):
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Fig.9 Revelado Western blot para determinacion de GFs

El TGF-B1 tiene un peso molecular de 25kDa (dimero) y 12,5kDa (mondémero). Se
prepararon varios geles con distintas concentraciones, diluciones con solucion de lisis...
y, en todos los casos, las bandas aparecieron por encima de su peso molecular. Para
poder cuantificar las bandas se incubaron las membranas con GAPDH (37kDa) y B-
Actina (42kDa) pero en ambos casos no se obtuvo ningun resultado. Lo cual nos hace
pensar que el problema es de la muestra, que no se desnaturaliza correctamente no
permitiendo la aparicion de bandas a pesos moleculares inferiores. En cualquier caso,
se demuestra la presencia de GFs en las muestras sumergidas durante intervalos de 15

minutos.

— Determinacion factores crecimiento tras descongelacion —

Para este ensayo hemos empleado plasma de ratas donantes para obtener,
mediante el método de Anitua (234), plasma alogénico. Siendo necesaria la congelacion
para su preservacion hasta que llega el momento de utilizarlos. Esta etapa es un paso
imprescindible para conocer los posibles cambios y/o alteraciones potenciales de las
propiedades, naturaleza y/o cantidad de GFs presentes en los concentrados

preservados mediante congelacion.

Los preparados de plaguetas pueden obtenerse por diferentes procedimientos,
igualmente la liberacion de los GFs al medio puede desencadenarse por diferentes
métodos: adiccion de trombina (con o sin calcio) o por estrés mecénico de las plaquetas

llegando a su lisis mediante ciclos de congelacion-descongelacion, dando lugar a una
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variabilidad en las concentraciones finales de GFs. Se han descrito lisis plaguetarias
con distintos ciclos de congelacién-descongelacioén, incluso con un solo ciclo (316) (317),
aungue en este caso no se induce una liberacion efectiva de los GFs, segun algunos
estudios (317) (318). EI mecanismo no es mas que la formacién de cristales de hielo
intracelular que dafa de forma irreversible la membrana celular con la consiguiente lisis,
principalmente a temperaturas muy bajas (-80°C) o ante mayores temperaturas (-20°C)
durante un largo tiempo de conservacién, se consigue lisis casi completa de las células

contenidas en una muestra de sangre total (319).

Cuando se trata de concentrados plaquetarios existen estudios que hacen referencia
a la lisis plaguetaria y su activacion mediante este método de congelaciéon-
descongelacion, determinandose los GFs secretados al medio. Parece que tras un ciclo
de congelacion-descongelacién se expresan en forma constante los GFs almacenados
en las plaquetas, e incluso se incrementan los siguientes: TGF-f1, EGF, PDGF-AB /
BB, PF-4 y FGF-2 (316). Otros estudios previos realizados demuestran cémo tras la
descongelacion los concentrados de PRGF liberan GFs, como el realizado por Wen y
colaboradores (3200 que determina VEGF, FGF-b, PDGF-AB, EGF y TGF- tras la
descongelacion de las muestras de PRP. Hosnuter (321) estudia la viabilidad de los GFs
tras congelacion a una mayor temperatura (-20°C) con unos buenos resultados en
cuanto a viabilidad de los GFs. Aisladamente se ha demostrado una actividad

conservada de ciertos GFs después de la criopreservacion, como PDGF-BB (322).

Sin embargo, no conviene someterlos a una temperatura extremadamente baja (-
80°C) ni tampoco descongelarlos por medio de un aumento rapido de la misma (hasta
alcanzar los 37°C) porque, aunque provoca la interrupcion de la membrana plaquetaria
induciendo su lisis (318) y la liberacion pasiva de GFs (317), puede provocar dafio celular
plaguetario irreversible destruyéndolas, alteracion en el patrén de liberacién fisioldégico
de los GFs e incluso cambios en las caracteristicas de estos. A ello contribuyen los
dafios tipicos que se pueden encontrar durante el proceso de criopreservacion a muy
baja temperatura: hielo intracelular, incremento o reduccién de la presion osmética, dafio

de fractura e hielo extracelular (323).

Teniendo en cuenta todo lo anterior, en nuestro ensayo realizamos preservacion de
los concentrados plaquetarios ricos en GFs mediante congelacion a -42°C durante un
periodo inferior a un mes y descongelacion, previa a su utilizacion, a temperatura
ambiente. Evitando asi alterar sus caracteristicas, su patron de liberacion y la

consiguiente pérdida de eficacia.
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3.2 Experimentos del ensayo

Poblaciéon del estudio

Se trata de un ensayo controlado y aleatorizado experimental en modelo animal. Se
han utilizado 80 animales de experimentacion de orden rodentia y familia muridae,

concretamente rata wistar albina macho (Fig.10) de la especie Rattus norvegicus.

Fig.10 Animal de experimentacién

Utilizamos animales de lineas consanguineas, que adquiere las siguientes
caracteristicas: Isogenicidad (todos los individuos son genéticamente iguales), alto
porcentaje de homocigosis, individualidad con respecto a sus cualidades (importante a
tener en cuenta al elegir una linea para una investigacion determinada), uniformidad
fenotipica, estabilidad genética a lo largo del tiempo y, ademas, permite la comparacion

de resultados entre diferentes laboratorios y a lo largo del tiempo.

Son muy utilizadas en experimentacion biomédica (sobre todo en estudios de
oncologia, toxicologia, teratogénesis, nutricién y propositos generales), por lo tanto, ha
sido empleada como modelo experimental en estudios previos similares. Sobre todo
debiado a: su caracter docil, facil manejo, coste relativamente bajo y alta tasa
reproductiva (mantiene una capacidad de concebir de unos 18-20 meses, una duracion
de la gestacion de 21-22 dias y camadas de 7-14 crias por parto).

El aparato digestivo esta formado por el canal alimentario y las glandulas digestivas,
se trata de una estructura tubular que va desde la boca hasta el ano demarcado por
diferentes regiones con funciones especificas (Fig.11). Algunas de sus peculiaridades

son:

Pagina | 118



Material y Método

= El canal digestivo distal est4 formado por intestino delgado (duodeno, yeyuno e
ileon), ciego, colon ascendente, colon descendente y recto. El colon sigmoides
esta ausente

= El colon tiene una longitud media de 15 cms. y carece de tenias

» El ciego est4 adaptado para la peculiar digestion fibrosa: es una estructura movil
con un amplio mesenterio, formado por unas paredes delgadas y un voluminoso
tamafio

= El aparato digestivo de la rata esta adaptado para digerir la fibra y asi generar

acidos grasos y vitaminas, que son aprovechadas por el organismo del animal

Fig. 12 Aparato digestivo de la rata

Disefno del estudio

El nimero total de animales de experimentacion utilizados, 80 en total, se ha
calculado en base a una férmula matematica que permite comparar proporciones,
tomando intervalos de confianza del 95% y error 3 del 20%, con una diferencia esperada

de 20% entre los grupos.

Estos 80 animales se distribuyen de manera aleatoria en 2 grupos, 40 ratas en cada

uno de ellos:

> - Anastomosis célica con sutura reabsorbible de
poliglactina 910 5-0.
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> > Anastomosis célica con sutura reabsorbible de
poliglactina 910 5-0 e inmersion de la misma durante 15 minutos en plasma

rico en factores de crecimiento alogénico.

Ademas, se realizan dos subgrupos en cada uno de ellos (A y B) asignandole un

periodo postoperatorio distinto

20 animales son sacrificados el dia 4 postoperatorio

20 animales son sacrificados el dia 10 postoperatorio

20 animales son sacrificados el dia 4 postoperatorio
Grupo B 7

20 animales son sacrificados el dia 10 postoperatorio

La aleatorizacion se realiza mediante un programa informatico para evitar el sesgo
de seleccién y asegurarnos que el efecto observado en las variables a estudio se deba
realmente al tratamiento aplicado y no a otros factores (Anexo 2).

Instalaciones y material quirdrgico

Las intervenciones de los animales, asi como su posterior estabulacion y
seguimiento hasta el sacrificio, se llevaron a cabo en el Servicio de Produccion y
Experimentacion Animal del Instituto de Biomedicina de Sevilla (IBIS)/HUVR (Centro
registrado y autorizado ES410910008015), espacio de investigacion biomédica
multidisciplinar creado en marzo 2006 (Figs.12 y 13).

a4 s W e
< ; oV

Fig.12 Edificio Instituto Biomedicina de Sevilla
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Fig.13 Quiréfano utilizado para la fase de experimentacién

El material quirargico utilizado, consta de:
= Sustancia antiséptica: clorhexidina al 2%

= |nstrumental quirdrgico (pinzas de diseccién, porta-agujas, tijeras,

escarpelo)
= Pafios fenestrados estériles
= Guantes estériles
= Suturas:

o Poliglactina 910 con calibre USP de 5-0 (el diametro se encuentra
en un minimo de 0,1 mm y un maximo de 0,149 mm). Sutura de
poliglactina 910 con calibre de 2-0 (el didmetro se encuentra en un
minimo de 0,3 mm y un maximo de 0,339 mm). Son hilos multifilamentos
trenzados que se degradan por hidrélisis quimica no enzimética
trascurridos 90 dias aproximadamente.

o Sutura de seda 3-0 (el diametro se encuentra en un minimo de 0,1
mm y un maximo de 0,149 mm), no reabsorbible.
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Periodo preoperatorio

Los animales tuvieron un periodo de aclimatacibn de 72 horas previas a la
intervencion, realizando durante este tiempo inspeccién clinica diaria para detectar
cualquier signo de enfermedad. El alimento administrado ha sido pienso concentrado

estandar para roedores suministrado en pequefias bolas (pellets).

No se realiz6 ayuno preoperatorio, teniendo los animales acceso al agua y comida
ad libitum, ya que, los roedores no vomitan o lo hacen muy raramente y no supone un
riesgo durante el periodo anestésico. No se realizé profilaxis antibidtica ni preparacion
intestinal.

Extraccion y procesamiento posterior del plasmarico en

factores de crecimiento

1. Extraccion sanguinea de la rata wistar donante mediante puncién en la

cavidad cardiaca.

2. La sangre se recepciona en tubos estériles con citrato al 3,8% como

anticoagulante.

3. Centrifugacién de la sangre completa en una centrifugadora digital que
permita controlar los parametros de tiempo y velocidad. Tiempo = 8 minutos.

Velocidad = 1.800 rpm (280G), a temperatura ambiente.

4. Tras la centrifugacion resultan tres estratos desde fondo a superficie:
serie roja, serie blanca y plasma. Esta Gltima a su vez se divide en tres fracciones
plasmaticas segun su contenido en plaquetas: fraccion 1 mas superficial y pobre
en plaquetas; fraccion 2, mas profunda en contacto con los leucocitos, y rica en
plaquetas, por tanto, plasma rico en factores de crecimiento. Esta Ultima sera la
fraccion a utilizar, presenta un color amarillento (exento de leucocitos y

hematies).

5. Seleccién del sobrenadante. Tras el centrifugado se procede a
seleccionar la fraccion adecuada de plasma rico en factores de crecimiento,
mediante pipetas estériles o jeringa. Se divide el plasma amarillo en dos partes
iguales. Se aspira primero la superior (pobre en plaquetas); y se deposita todo

en un tubo estéril y se etiqueta como pobre (PPP). Se mide la cantidad.
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6. Se aspira luego esta fraccion rica, teniendo sumo cuidado de no
contaminarse con los leucocitos y se deposita en otro tubo, se etiqueta como rica
(PRGF).

7. Activacion de la solucion. Depositado en un tubo de ensayo, se afiaden
50 uL de cloruro de calcio (10%) por ml de plasma (lo que permitira activar las
plaquetas, exocitosis de granulos y agregacion) para liberar el contenido proteico
y factores de crecimiento plaquetario, ademas de activarse la cascada de la

coagulacion para la formacion de trombina.

8. El plasma rico en factores de crecimiento obtenido y activado se
almacena en un ultracongelador a — 42° C, a la espera para ser descongelado
previamente a su aplicacién en el animal de experimentacion correspondiente
segun la aleatorizacion, es por tanto un plasma rico en factores de crecimiento

alogénico, que sera el empleado en la experimentacion.

Anitua propuso en 1999 este método simple para la obtencion de PRP que se
ha utilizado con frecuencia en estudios posteriores y en aplicaciones clinicas,
considerandose la fraccion superior como PPP debido a que los autores argumentan
gque la densidad de las plaquetas aumenta gradualmente desde la parte superior a

la capa leucocitica (324).

C—
em—
p I Fraccion pobre en plaquetas
L
A Fraccion con concentracion
S intermedia de plaquetas
. M
Leucocitos y A Fraccion rica en plaquetas
Plaguetas ———l_
CELULAS

ROJAS

Fig.14 Esquema separacion fracciones sanguineas tras centrifugacion
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Técnica anestésica y analgeésica

ANESTESIA

Empleamos anestesia intraperitoneal con ketamina a dosis de 80 mg/kg y xilacina
a 10 mg/kg de peso. La puncién se llevé a cabo con una aguja hipodérmica de 25G-
23G lateral a la linea media, proxima al vértice de la vejiga. Sin embargo, para realizar
la extraccion sanguinea y el sacrificio se utiliza una induccion inhalatoria en camara

mediante isofluorano al 4%.

Las técnicas anestésicas han sido llevadas a cabo por el mismo personal veterinario,
gue ha supervisado al animal de experimentacion durante todo el procedimiento

quirurgico.

Las necesidades de analgesia intraoperatoria no dependeran de la duracion de la
anestesia sino de la intensidad del estimulo doloroso provocado por el procedimiento

que estaremos realizando.

Durante la intervencion se realizé control de la profundidad anestésica (no existencia
de movimientos de respuesta a la estimulacién podal). Los reflejos podal, de la cola y
pinzamiento de la oreja quedan abolidos en planos de anestesia quirargicos. En los

€asos en gue se requirié una nueva administracion, se utilizé la mitad de la dosis inicial.

ANALGESIA

Ante la imposibilidad de utilizar AINES, ya que los GFs empleados en el experimento

se inactivan, se emple6 Morfina 0.5 mg/Kg IM.

Técnica quirargica

Se utilizaron instrumentos limpios no estériles para realizar la intervencién. La rata
se coloca en decubito supino con las cuatro extremidades fijadas a la mesa operatoria.
Se procede a rasurado de abdomen, aplicacién de Clorhexidina al 2% sobre el mismo

y colocacion de campo quirdrgico.
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1) Mediante laparotomia de 3-4 cm en linea media se accede a cavidad peritoneal,
realizando una seccion en colon derecho a 5 cm de la valvula ileocecal y posterior
sutura con Poliglactina 5-0 (Polyglactin: multiflamento trenzado reabsorbible)
(Fig.15). El PRGF se descongela a temperatura ambiente previamente a su
utilizacién, se depositan en recipientes para albergar unos 2-3 mL de volumen en
donde se realiza la inmersion o no de la sutura anastomética en la solucion de
PRGF durante 15 minutos (Fig.16), segun el grupo al que pertenezca el animal,
de forma ininterrumpida y con la precaucion de que se encuentre totalmente

englobada por solucion.

2) El cierre de pared se realiz6 con sutura biplano (Polyglactin 2/0 y seda 3-0)
(Fig.17). Se aplica de nuevo Clorhexidina al 2% sobre la herida y se coloca el

animal en su jaula correspondiente.

3) Se depositaron los animales individualmente con observacion directa de su
recuperaciéon en el mismo quiréfano. Prevencion de hipotermia mediante la

aplicacion de calor por lAmparas halégenas.

Fig. 15 Fase quirargica animal a) Medicion colon derecho a5 cm de la valvula

ileocecal b) Colon derecho seccionado c) Anastomosis colon derecho
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Fig.16 Impregnacion
factores de crecimiento a)
Inmersién sutura colon en

solucion PRGF b)
Finalizacion de la

inmersién en solucién

Fig.17 Fase quirurgicafinal a) Cierre plano musculoaponeuroético

b) Cierre de piel
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Periodo postoperatorio y estabulacion

Los animales se mantuvieron en una sala anexa al quiréfano hasta la recuperacion

de la consciencia. Posteriormente fueron estabulados en jaulas metalicas.

En el postoperatorio se realizd evaluacion clinica diaria de cada animal, valorando
parametros como postracion, anorexia, hundimiento del globo ocular, piloereccién y, en
general, alteracion del comportamiento habitual que pudiera traducir complicacion

postoperatoria.

Sacrificio y obtencién pieza quirurgica

Mediante induccién anestésica con isofluorano al 4% en camara y posterior
dislocacién, los animales son sacrificados en los dias 4 y 10 postoperatorios, realizando

relaparotomia, exteriorizacion del paquete intestinal (Fig.18).

En un primer momento se realizé6 una descripcion macroscopica de la situacion
intraperitoneal, caracteristicas cuantitativas y cualitativas de adherencias, estado de la
anastomosis col6nica y toma de medidas de diametro pre y postanastomaético. En
segundo lugar, reseccion del segmento anastomotico (4 cm de colon), tomando 2 cms
de colon a cada lado de la anastomosis. Cada segmento es a su vez dividido

longitudinalmente obteniendo dos fragmentos similares (Fig.19):

= Uno de los segmentos de cada muestra se fija en formaldehido al 4% y
es procesada para andlisis histolégico posterior (tincion de Hematoxilina-Eosina

tras deshidratacion e inclusién en parafina y la tincion Masson)

= El otro fragmento es congelado en niveles inferiores a los 0°C, para

determinar la concentracion de hidroxiprolina
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Fig.18 Relaparotomia con exposicién de anastomosis

Fig.19 Seccion pieza quirGrgica a) Anastomosis en colon

seccionada b) Divisién de la muestra

— Estudio histolégico y morfolégico anastomético ——

A. Tincién mediante hematoxilina-eosina:

= |nicialmente la muestra es hidratada, para ello se sumerge en bafios
sucesivos de xiliol y etanol en concentraciones descendentes desde los 100° a
los 70° y finalmente en agua.

= En este punto se sumerge la muestra en hematoxilina durante un tiempo
aproximado a los 10 minutos.
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= Tras unos breves lavados con agua y alcohol para eliminar el exceso de

hematoxilina se tifie durante 30 segundos en eosina.

= Finalmente se realizan bafios en alcoholes de concentraciones
crecientes, para deshidratar la muestra de nuevo y permitir la fijacion previa a la

observacién de la muestra en el microscopio.

B. Determinacion de hidroxiprolina (ELISA): (325)

Para nuestro ensayo hemos usado el Kit de ELISA de Cloud-Clone-Corp® (China)
en el que un anticuerpo monoclonal especifico para la hidroxiprolina ha sido pre-
revestido en una microplaca. Se pone en marcha una reaccion de inhibicién competitiva
entre la hidroxiprolina marcada con biotina y la hidroxiprolina no marcada (estandar o
muestras) con el anticuerpo especifico de la hidroxiprolina. Después de la incubacién el
conjugado no unido se lava. Después avidina conjugada con peroxidasa de rabano
(HRP) se afiade a cada pocillo y se incuba. La cantidad de HRP conjugado es
inversamente proporcional a la concentracién de hidroxiprolina en la muestra. Después
de la adicion de la solucion de sustrato, la intensidad del color revelado es inversamente

proporcional a la concentracion de hidroxiprolina en la muestra (326).

Homogeneizacion de la muestra

1. Se tritur6 la muestra en el homogeneizador, previamente cortandola con bisturi
en una placa de Petri, afladiendo 1 ml de PBS sin calcio y homogeneizamos en un
Corning, seguidamente limpiamos el Corning con 2 ml mas de PBS y recogimos los 3
ml en un Falcon de 50 ml. En el caso en que la muestra superase el tamafio medio

afnadimos 5 ml totales en lugar de 3 ml.

2. Procedimos a la congelacion a -80 2C durante una hora de todas las muestras
para posteriormente descongelarlas ayudandonos de agua templada. Repetimos el
proceso de congelacion/descongelacion. Esto nos permitio la rotura de membranas.
Tras este proceso llevamos la muestra a 10 ml (afiadiendo 7 ml o 5 ml en el caso de las

muestras grandes).

3. Centrifugamos a 5000 g durante 5 minutos, para separar el tejido del
sobrenadante. Algunas muestras hubo que centrifugarlas mas de una vez por el hecho

de que no existia diferenciacion.
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4. De los 10 ml de la muestra tomamos 3 ml repartidos en 3 tubos eppendorf, uno
para el test y dos de repuesto.

5. Del eppendorf con 1 ml tomamos 75 ul que mezclamos con 25 ul de PBS (dilucion
1:4) y de los 100 pl gue nos quedan en el total tomamos 50 pl.

Método | (327) (328)

1. Las partes alicuotas de hidroxiprolina (2-20 ~ g), preparado a partir de la solucion
y las muestras de ensayo con contenido de hidroxiprolina bajo 10 ~ Lg / ml., se mezclan
suavemente con hidroxido de sodio (2N concentracion final) en un volumen total de 50
~ L.

2. Las muestras se hidrolizan en autoclave a 120 ° C durante 20 min.

3. Los 450 ~ | de cloramina -T contenida en el hidrolizado, se mezcla suavemente, y

la oxidacién se deja proceder durante 25 min a temperatura ambiente.

4. 500 ~ LL del reactivo aldehido de Ehrlich se afade a cada muestra, se mezcla
suavemente, y el croméforo se desarrolla por la incubacion de las muestras a 65 ° C

durante 20 min.

5. Absorbancia de cada muestra se ley6 a 550 nm utilizando un espectrofotémetro.

Cuantificacién de proteinas

Realizamos la cuantificacion de proteinas totales en la muestra para posteriormente
determinar qué porcentaje de hidroxiprolina teniamos en cada una de ellas, ya que todas
las muestras no tenian el mismo tamafio y la cuantificacién de proteinas nos dio una

aproximacion.
1. Afadimos la muestra a los pocillos.
2. Encima de la muestra afiadimos 20 pl del reactivo A y 200 pl del reactivo B.

3. Incubamos durante 15 minutos y procedimos a la lectura por

espectrofotometria.
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3.3 Variables de estudio

Variables independientes

Anastomosis cdlica (sumergida durante 15 minutos en factores de crecimiento).

Dia postoperatorio de sacrificio: al 4° dia o al 10° dia tras intervencion quirdrgica.

Variables dependientes

a) Mortalidad

b) Absceso

c) Peritonitis

d) Dehiscencia de sutura

e) Estenosis de anastomosis
f) Grado de adherencias

9) Examen bioquimico

h) Examen histolégico

Definicidon de variables

a) Mortalidad: cese de la vida del animal de experimentacion
durante la intervencién o en el postoperatorio (periodo que transcurre

desde la intervencion hasta el momento del sacrificio)
b) Absceso: existencia de coleccidn purulenta perianastomética.

C) Peritonitis: deteccion de exudado purulento o fecaloideo en la

cavidad intraperitoneal.

d) Dehiscencia de sutura: Solucion de continuidad minima, parcial
o total a lo largo del didmetro de la anastomosis, con o sin salida de material

intraluminal.
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e) Estenosis de anastomosis: Se utilizara el denominado indice
anastomotico (I1A), basado en los trabajos de DziKi (329) y Orsay (330), definido
como el doble del diametro anastomético dividido entre la suma de los
diametros proximal y distal a la anastomosis.

2 X ¢ anastomosis

IA =
¢ proximal + g distal

El colon completamente alineado tras la anastomosis tendria un 1A de uno,
un estrechamiento a nivel de la sutura o una dilatacion proximal nos daria un
indice inferior a uno. Esta formula considera estenosis de anastomosis si el

indice anastomético es inferior a uno (I1A<1).

f) Grado de adherencias: segun la clasificacion cualitativa de
Knightly (331) (Tabla 3).

GRADOS ADHERENCIA

GRADO DEFINICION

Sin adherencias

Adherencia Unica, delgada, facil de separar

Adherencias débiles, poco numerosas

Adherencias numerosas con extensiones parietales
Adherencias numerosas en mesenterio, intestino,

omento y pared abdominal

Tabla 3 Grados de adherencias (clasificacion de Knightly)
g) Examen bioquimico:

La hidroxiprolina es un producto que resulta de la hidroxilacién de la
prolina catalizada por una enzima prohidroxilasa. Debido a su distribucion
casi exclusiva del colageno del tejido conjuntivo su metabolismo es
estudiado para medir el contenido de hidroxiprolina.

h) Examen histolégico: de acuerdo a los siguientes parametros

descritos por Houdart y Hutschenreiter (332) (Tabla 4).
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VARIABLES HISTOLOGICAS

Reepitelizacion de la mucosa
No epitelizacion
Epitelizacion incompleta (capa celular simple)

Epitelizacion completa (epitelio glandular)

Infiltrado de células inflamatorias (neutrofilos)
Leve (< 25%)

Moderado (25 —75%)

Severo (> 75%)

Infiltrado de células inflamatorias (células gigantes)

Leve (< 25%)
Moderado (25 —75%)
Severo (> 75%)

Actividad fibroblastica
Leve (< 25%)

Moderado (25 —-75%)
Severo (> 75%)

Depésito de colageno
Leve (< 25%)

Moderado (25 —75%)
Severo (> 75%)

Neovascularizacién

Leve (< 25%)
Moderado (25 —75%)
Severa (> 75%)

Tabla 4. Variables histolégicas y puntuacion
(modificado de Houdart y Hutschenreiter)

3.4 Modelo estadistico

Hemos realizado estadistica descriptiva de las variables del estudio. Para ello usamos
frecuencias absolutas y relativas en el caso de las variables cualitativas.

Las variables cuantitativas, segun sigan o no una distribucion normal (Shapiro-Wilk (n<50)),
son resumidas mediante Md+SD (media, desviacidén estandar) y rango (minimo y méaximo) o P50

[P25 - P75] (mediana, rango intercuartilico) respectivamente.

Para comparar los dos grupos en las diferentes variables, se aplica el test Chi-cuadrado de
Pearson o el test exacto de Fisher, para variables cualitativas, segun proceda.

Para analizar las variables cuantitativas se utiliza la ANOVA y pruebas post-hoc o H de
Kruskall-Wallis y la U Mann-Whitney aplicando la correccién de Bonferroni (alpha/numero de

comparaciones posibles).

Pagina | 133



Material y Método

El nivel de significacion estadistica, se establece en p < 0°05.

El andlisis estadistico se realiza con el paquete IBM® SPSS® Statistics 19.

3.5 Consideraciones legales y éticas

Es preceptivo asegurar un 6ptimo cuidado y un adecuado uso de los animales de
experimentacion, tanto en el aspecto cientifico y técnico como en proporcionar unas
condiciones humanitariamente apropiadas. Estas normas y recomendaciones generales
estan recogidas en guias publicadas por prestigiosas asociaciones internacionales,
detallandose la aplicacion del principio de las tres “Rs” donde los animales de
experimentacion deben ser reemplazados, reducidos y refinados de forma adecuada
(333). Lo que lleva a un uso racional del animal de experimentacién, desde buscar otras
alternativas factibles al propio animal hasta en el caso de no existir, utilizar el minimo
namero de animales posible para llevar a cabo el estudio con garantias, minimizar las
causas de dolor y el estrés. Ademas, se establecen las bases para la planificaciéon y
conduccién de los experimentos con animales (334). Actualmente, la constitucion de
comités locales y nacionales son los encargados de evaluar los protocolos de
investigacion y asegurar que todos los procedimientos se realicen segun las

reglamentaciones vigentes (33s).

Se ha garantizado el reemplazo y reduccion de animales en los procedimientos del
proyecto, asi como el refinamiento en la cria, alojamiento, cuidados y utilizaciéon de los
mismos. Se les ha concedido un trato respetuoso evitando al maximo el dolor,
sufrimiento y estrés y todo aquello que pudiera interferir en las buenas condiciones de
salud y bienestar de los animales. Esto se consigue gracias a los analgésicos y los
anestésicos, las reducciones de situaciones estresantes y el adecuado mantenimiento
de los lugares donde se alojen los animales, la utilizacién de métodos no invasivos y la
aplicacion del protocolo de eutanasia en caso de que el sufrimiento del animal lo
requiriese. En cuanto al procedimiento de sacrificio, se ha realizado siguiendo las
directrices presentes en la Directiva Europea mencionada anteriormente, la cual hace
referencia al sacrificio humanitario de los animales. El uso de este modelo experimental
esta justificado en animales al no existir ningun otro medio que permita obtener los
resultados que se esperan, como complejos sistemas matematicos, simuladores de
ordenador o sistemas biologicos in vitro, que intentan en cierta medida reemplazar la
utilizacién de animales vivos. Por lo tanto, se ha utilizado el minimo nimero de animales

posibles para alcanzar unos resultados interpretables.
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NORMATIVA

La investigacion con animales esta regulada y cuenta con leyes especificas y
reglamentos para el uso, manejo y experimentacion ya sea con fines educativos o fines
de investigacion, a distintos niveles: en el ambito de la Unién Europea, a nivel nacional

y de la comunidad autonoma (Andalucia).

A nivel europeo:

* DIRECTIVA DEL CONSEJO DE EUROPA 86/609/CEE, sobre aproximacion de las
disposiciones legales, reglamentarias y administrativas de los Estados miembros
respecto a proteccién de los animales utilizados para experimentacion y otros fines
cientificos. 24 de noviembre de 1986. Esta directiva tuvo como fin integrar las leyes de
los estados componentes de Europa con respecto a la experimentacién en un marco
conjunto para mejorar la calidad de las investigaciones, y desde su entrada en vigor se
comenzd a tener un punto de vista mas objetivo y cuidadoso con la vida de los animales

de laboratorio.

* El Tratado de Funcionamiento de la Union Europea dispone en su articulo 13
que todos los estados miembros deben tener en cuenta el bienestar de los animales
cuando apliquen sus politicas de investigacion, y mas particularmente, el 22 de
septiembre de 2010 el Consejo y el Parlamento de Europa pusieron en marcha la
DIRECTIVA 2010/63/UE, que se refiere a la proteccién de los animales utilizados para
los fines cientificos, y por supuesto Espafia también lo incorporé a su ordenamiento

juridico.

A nivel nacional:

« REAL DECRETO 223/1988, de 14 de marzo sobre proteccion de los
animales utilizados para experimentacion y otros fines cientificos. B.O.E. de 18

de marzo de 1988.Material y métodos

* INSTRUMENTO de Ratificacion del Convenio Europeo sobre proteccion de
los animales vertebrados utilizados con fines experimentales y otros fines
cientificos, hecho en Estrasburgo el 18 de marzo de 1986. B.O.E. 25 de octubre
de 1990.
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* Un hito en el derecho espaiiol sobre el cuidado de los animales en su
explotacion, transporte, experimentacion y sacrificio lo encontramos en la LEY
32/2007, del 7 de Noviembre la cual proviene de la obligacion impuesta por la
Unién Europea en el articulo 55 del Reglamento (CE) n° 882/2004 de 29 de abril
de 2004 para la alimentacion y el articulo 25 del Reglamento (CE) n°® 1/2005 del
Consejo, de 22 de diciembre de 2004 sobre las normas durante el transporte, y
ademas engloba otros muchos aspectos de bienestar animal deficitariamente
regulados hasta este momento. En esta ley se incluyen aspectos sobre las
inspecciones legales en centros de investigacion, sefialandose que se debe
colaborar sin ninguna reserva y poner a disposicion del agente inspector todos
los datos que requiera respecto a las condiciones de los animales y el

procedimiento experimental que se lleva a cabo con ellos.

* REAL DECRETO 53/2013, de 1 de febrero, por el que se establecen las
normas basicas aplicables para la proteccion de los animales utilizados en
experimentacion y otros fines cientificos, incluyendo la docencia. Es la ley mas
reciente vigente en nuestro pais y hace hincapié principalmente en lo relativo al
bienestar animal que ya se mencioné en la ley de 2007 mediante el principio de
las tres erres, reemplazo, reduccién y refinamiento, que han de sentar las bases

para cualquier tipo de experimentacion animal.

A nivel autonémico (Andalucia):

* LEY 11/2003, de 24 de noviembre, de Proteccion de los Animales. (BOJA
n® 237, de 10 de diciembre de 2003). Donde se establece la proteccion y
cuidados de los animales dedicados a la realizacion de experimentos, la
necesidad de autorizacion previa de la Consejeria, siempre bajo la direccion del
personal facultativo correspondiente y que los animales deben ser sacrificados

de forma rapida e indolora si estos no pueden desarrollar una vida normal.

* DECRETO 142/2002, de 7 de mayo, por el que se crea y regula el Registro
de establecimientos de cria, suministradores y usuarios de animales de

experimentacion y otros fines cientificos. (BOJA n° 55 de 11 de mayo de 2002).

+ DECRETO 199/2005, de 20 de septiembre, por el que se modifica el
Decreto 142/2002, de 7 de mayo (BOJA 189).
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4.1 Mortalidad

Se intervienen un total de 79 animales de experimentacion, ya que uno de ellos
fallecioé durante la induccién anestésica (1/80 = 1,25%). Otro de los animales fallece en
el postoperatorio inmediato debido a una isquemia segmentaria postquirdrgica (1/79 =
1,26%). Finalmente, 78 (97,5%) de los 80 animales completan el protocolo de estudio,
recuperandose de forma satisfactoria del procedimiento anestésico y quirdrgico, sin
incidencias desde el punto de vista cardiaco ni respiratorio durante el seguimiento
postoperatorio.

Estos animales que no forman parte en el andlisis final de datos pertenecen a cada
uno de los grupos determinados por la variable independiente: No aplicacion de
PRGF/Aplicacion PRGF.

4.2 Evaluacion macroscoépica

Andlisis descriptivo de la existencia de complicaciones macroscépicas como variable
dicotémica, observando o no la caracteristica. Entre las que se encuentran la existencia

0 no de absceso intraabdominal, peritonitis, dehiscencia de sutura anastomotica y
estenosis.

ABSCESO

No se han encontrado abscesos intraabdominales en ninguno de los casos
intervenidos.

PERITONITIS

De los animales intervenidos (79) sélo se encontraron 2 casos de peritonitis
macroscopica (2,5%). Todos ellos en el grupo de animales en los que se aplicé PRGF:
uno de ellos tras el fallecimiento prematuro del animal de experimentacion, otro tras
sacrificio del animal en el 10° dia postoperatorio. En el grupo de animales en donde no

se aplica factor de crecimiento no se detecta peritonitis postoperatoria.
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DEHISCENCIA

Un total de 11 animales (14,1%) evidencian signos de dehiscencia de anastomosis

en diferente grado (Figs.20 y 21) (tomando como definicién de dehiscencia la apertura
minima de la serosa anastomosis hasta aperturas mayores). De éstos, 5 dehiscencias
(12,8%) corresponden con el grupo de animales no tratados con PRGF, mientras que 6
(15,4%) son contabilizadas en el grupo en el que si se aplic6 PRGF (Tabla 5). Todos los
casos ocurren en el grupo de animales sacrificados en el 4° dia postoperatorio (Fig.22)
y ninguno en el grupo de ratas sacrificadas en el 10° dia postoperatorio (Fig.23). No
existen diferencias significativas de la variable dehiscencia de anastomosis si

comparamos los grupos con aplicacién o no de factor de crecimiento (p=0,745).

VARIABLE GRUPO NO P
GRUPO PRGF PRGF ;
(CONTROL) (Pruebarl})

< 42 DIA

T | POSTOPERAT | 6/20 (30%) 5/20 (25%) 0,999

=2

Ll

(@)

)

T

Ll

() Pruebat = Exacta de Fisher

Tabla 5 Expresion por grupos variable dehiscencia

Fig.20 Dehiscencia de anastomosis colon a) y b)
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Fig.21 Dehiscencia en fragmento seccionado a) y b)

20

15

10

wv

PRGF Control
P=0,999

B Dehiscencia B No dehiscencia

Fig.22 Distribucion variable dehiscencia al 4° dia
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ESTENOSIS

PRGF

B Dehiscencia

Control

Resultados

W No dehiscencia

Fig.23 Distribucion variable dehiscencia al 10° dia

Aplicando el indice de estenosis tras la apertura longitudinal de la pieza extirpada se

establecen 2 casos de estenosis anastomotica (5,1%) en el grupo de animales en donde

no se aplico factor de crecimiento y 1 caso (2,6%) en el grupo en el que si se aplico

factor de crecimiento. En total se reconocen 3 casos de estenosis (3,8%) y todos ellos

se identifican en el grupo de animales sacrificados al 4° dia postoperatorio (Tabla 6)

(Figs.24 y 25). Tampoco se establece una significacién estadistica en el porcentaje de

estenosis al aplicar o no PRGF.
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VARIABLE GRUPO NO b
GRUPO PRGF PRGF +
(CONTROL) (Prucbait]

vy | 42DIA

G POSTOPERAT 1/20 (5%) 2/20 (10%) 0,999

@)

2 | 102 DIA

I-ll_-l POSTOPERAT | 0/19 (0%) 0/19 (0%)

(V)]

= Pruebat - Exacta de Fisher
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|

PRGF Control

-

I
No estenosis P=0,999

Fig.24 Distribucion variable estenosis al 4° dia

Fig.25 Estenosis. a) Anastomosis b) Seccién longitudinal anastomosis
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ADHERENCIA

La evaluacion macroscopica del grado de adherencias entre los grupos de animales
control (M=1,54) y en el que se aplica PRGF (M=1,77) no establece diferencias,
pudiendo observarse unos resultados homogéneos, situados entre los niveles de 2 'y 3
de la escala gradual de adherencias (Figs.26 y 27).

M Control m Aplicacién PRGF

2,5

P=0,132
1,5

0,5

4 dia 10 dia

Fig.26 Distribucion variable adherencia

No existen diferencias significativas entre grupos ni en funcion de los dias

postoperatorios analizados, segun las pruebas no paramétricas de Mann-Whitney que
compara las variables (Tabla 7).

GRUPO (M<DS)

*P<0,05. Prueba de Mann-Whitney Tabla 7 Distribucion variable adherencia
M#DS: Media + Desviacién estandar
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Fig.27 Adherencias intestino delgado y epliplén a anastomosis

4.3 Evaluacion microscoépica

Analisis segun el dia postoperatorio

Se realiza andlisis de las diferentes variables microscopicas: reepitelizacion mucosa,
infiltracion de células inflamatorias neutrdfilos, infiltracion de macréfagos, infiltracion de
eosindfilos, formacion de nuevos vasos sanguineos, determinacion de fibroblastos y de

colageno.

ANALISIS 4° DIA POSTOPERATORIO

GRUPO (M+DS)
VARIABLE
- - )

*P<0,05. Prueba de Mann-Whitney Tabla 8 Distribucion Variables 4° dia
MzDS: Media * Desviacion estandar
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Existen dos variables con resultado estadisticamente significativo en el andlisis
temprano al 4° dia postoperatorio entre los grupos control y PRGF, son las

correspondientes a reepitelizaciéon de la mucosa (p<0,001) y actividad fibroblastica
(p=0,044) (Figs.28 y 29) (Tabla 8).

Fig.28 Corte histoldgico tincion hetamoxilina-eosina. Rata sacrificada al 4° dia postoperatorio
(5x aumentos)

» Borde epitelial de anastomosis interrumpido

» Reepitelizacion parcial de los extremos anastomosados
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Fig.29 Corte histoldgico tincion hetamoxilina-eosina. Rata sacrificada al 4° dia postoperatorio (10x
aumentos)
m» Polimorfonucleares (Neutrdfilos) en borde anastomotico

. Formacion de nuevo epitelio glandular

Se puede observar que en el grupo control existe un mayor nivel de reepitelizacion
gue en el grupo en el que se ha aplicado PRGF en la anastomosis en fases tempranas

de la cicatrizacion (Fig.30).

Dia de sacrificio del animal: Sacrificio al 4* Dia Poestoperatorio

3,07 —_—

]
n
1

Grade de respitelizacion anastomosis
- (5
T 3

P=<0,001 )
Fig.30 Grado de
1 reepitelizacion en funcion
de la aplicacién o no de
' i PRGF
No PRGF PRGF
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Si analizamos el grado de reepitelizacion por grupos puede observarse cOmo existe
un mayor porcentaje del nivel maximo de la escala de reepitelizacion (46,2%) del grupo
control con respecto al grupo con tratamiento, es decir, que casi la mitad de los animales
no tratados con factores de crecimiento tienen un alto nivel de reepitelizacion. Este
porcentaje desciende (hasta el 20,5%) en el brazo de animales tratados con PRGF. La
determinacion de coldgeno (Fig.31) también evidencia diferencias estadisticamente
significativas en fases tempranas de la cicatrizacion, con niveles de la escala cuantitativa

muy similares, aunque con tendencia al alza en el grupo control.

Dia de sacrificio del animal: Sacrificio al 4° Dia Postoperatorio

30 — 7

P=0,044

3
1

Determinacion de colageno
g
i

2

10

T T
No PRGF PRGF

Fig.31 Determinacion de colageno en funcién de aplicacién o no de PRGF

ANALISIS 10° DIA POSTOPERATORIO

GRUPO (M+DS)

VARIABLE
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*P<0,05. Prueba de Mann-Whitney Tabla 9 Distribucién Variables 10° dia
MzDS: Media + Desviacion estandar

En el andlisis de los resultados en fases de cicatrizacion mas avanzada en el tiempo
(10° dia) no se encuentran diferencias estadisticamente significativas en la comparacion

de grupos control y aplicacién de PRGF (Tabla 9).

Fig.33 Corte histolégico tincion hetamoxilina-eosina. Rata sacrificada al 10° dia postoperatorio (10x
aumentos)
= Reepitelizacion casi completa de extremos anastomosados

- Linea cicatricial de extremos anastomosados junto con PMN (Neutréfilos) en menor nimero

Célula multinucleada formando reaccién granulomatosa a cuerpo extrafio alrededor del hilo de
sutura
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4.4 Evolucion temporal del proceso de
cicatrizacion
Podemos establecer una correlacion de todos los parametros incluidos en el estudio

siguiendo su comportamiento en el tiempo: de forma global en todos los animales

intervenidos y por grupos (control y aplicacion de PRGF) (Fig.34).

2,5
———
2 \ —
\
gy
1,5
1
0,5
0
42 DIA 102 DIA
e Reepitelizacion e N eutrofilos Macroéfagos
= Fibroblastos e Coldgeno Neovascularizacion
e [ 0sindfilos e Hidroxiprolina

Fig.34 Evolucion global durante la cicatrizacion intestinal

La neovascularizacion, los macréfagos y la determinacion de hidroxiprolina son los
Unicos parametros que aumentan de forma global a lo largo del tiempo, experimentando
un incremento en etapas mas posteriores de la cicatrizacion (dia 10°). Esta diferencia
es mas acusada en la formacion de nuevos vasos sanguineos en la anastomosis. Las
demas variables (reepitelizacion de la mucosa, neutrdéfilos, eosindéfilos, colageno vy
actividad fibroblastica) describen un decremento evolutivo. La infiltracion inflamatoria
(neutrdfilos y eosindfilos) es elevada en las fases iniciales de la cicatrizacion (Figs.35 'y
36) y desciende en etapas mas avanzadas del proceso cuando son sustituidas

progresivamente por los macréfagos en el tejido en cicatrizacion.
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Fig.35 Corte histolégico tincion hematoxilina-eosina en fase temprana de la cicatrizacion

a) Distribucion de polimorfonucleares (5x aumentos) b) Detalle de distribucion de

eosindfilos (10x aumentos)
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Fig.36 Corte histolégico tincion hematoxilina-eosina en fase temprana de la cicatrizacion

a) Distribucion de polimorfonucleares alrededor punto de sutura (5x aumentos) b) Detalle

de distribucién de neutréfilos (10x aumentos)
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Evolucién grupo control

2,5 \

15 ——

0,5
0
42 dia 102 dia
e Reepitelizacion e N eutrofilos Macréfagos
= Fibroblastos = Coldgeno Neovascularizacion
@ F 0sinofilos e Hidroxiprolina

Fig.37 Evolucion de la cicatrizacion en el grupo control

En el grupo de animales en el que no se aplica PRGF existe una progresion creciente
a lo largo de la cicatrizacion en la formacién de nuevos vasos sanguineos y macrofagos.
La infiltracién inflamatoria (neutréfilos, eosindfilos) descienden desde las fases iniciales
de la cicatrizacion a fases mas tardias, cuando los polimorfonucleares son sustituidos
por macrofagos que contindan con funciones de secrecidn de sustancias necesarias y
en la recogida de restos celulares y otros elementos no necesarios. La reepitelizacion
también experimenta un descenso en la evolucion temporal. Por otro lado, los elementos
imprescindibles en la fibroplasia como actividad fibroblastica y colageno descienden
minimamente; la determinacion de hidroxiprolina varia escasamente y se estabiliza en

el tiempo (Fig.37).
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En el grupo de animales en el que se aplica PRGF existe una progresion creciente
alo largo de la cicatrizacion en la formacién de nuevos vasos sanguineos. La infiltracion
inflamatoria (neutrdfilos, eosinofilos) desciende desde las fases iniciales de la
cicatrizacion a fases mas tardias junto con un descenso de los macréfagos casi de forma
paralela. La reepitelizacion, a diferencia de lo que ocurre en la evolucion temporal global
y en el grupo control, experimenta un incremento en la cicatrizacion mas avanzada
(Figs.38 y 39). La actividad fibroblastica desciende, a diferencia de lo que ocurre con la

determinacion de colageno (Fig.40) e hidroxiprolina.

Evolucion grupo PRGF

2,5

0,5
0
42 dia 109 dia
e Reepitelizacion e \ e utrofilos Macrofagos
e Fibroblastos e Coldgeno Neovascularizacion
e [ 0sinéfilos = Hidroxiprolina

Fig.38 Evolucion de la cicatrizacion en el grupo con aplicacion de PRGF
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Fig.39 Corte histolégico tincion hematoxilina-eosina en fase mas tardia de la cicatrizacion

a) Incremento de la reepitelizacién, aumento de epitelio glandular epitelial (5x aumentos)

b) Detalle reepitelizacién a mayor aumento (10x aumentos)
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Fig.40 Corte histolégico tincién Tricrdmico de Masson en fase tardia de la cicatrizacién
a) Las fibras de colageno quedan tefiidas en azul (5x aumentos) b) Detalle fibras de colageno

telidas de azul alrededor del material de suturay nuevo epitelio glandular (10x aumentos)
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4.5 Analisis de la cicatrizacion mediante la

determinacion de hidroxiprolina en los tejidos

Al utilizar la inhibiciébn competitiva en la técnica de ELISA existe una correlacion

inversa entre la concentracion de hidroxiprolina en la muestra y la intensidad de sefial

del ensayo.

Creamos una curva estandar con el logaritmo de la concentracion de

hidroxiprolina en el eje Y y la absorbancia en el eje X. Dibujamos la linea més recta

posible entre los puntos y calculamos la ecuacion de la recta utilizando Microsoft Office
Excel 2007 (Tabla 10 y Fig.41).

Abs Concent. Log

0,47999999 5000 3,699
0,6275 1666,7 3,222
1,0668 555,6 2,745
1,32480001 185,2 2,268

Tabla 10 Valores estandars

4,000
3,500
3,000
2,500
2,000
1.500
1,000
0,500
0,000

Q—R
Yy =}F —— Series
R=T.9688 —— Lineal (Series1)
0 0.2 04 0,6 0.8 1 1,2 1.4

Fig.41 Curva estandar. Concentracion eje X, absorbancia eje Y

Tras calcular la ecuacién de la recta, obtenemos la concentracion de hidroxiprolina

de cada una de las muestras a partir de su absorbancia (Fig.41). El tamafo de las

diferentes muestras utilizadas en el estudio es distinto, lo que puede repercutir en la

cantidad de hidroxiprolina determinada, de manera que puede existir un aumento

directamente proporcional entre la cantidad de hidroxiprolina y la cantidad de tejido de

la misma. Para salvar este problema, se cuantifica la concentracién de proteinas de
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cada una de las muestras y se establece como valor valido de la variable hidroxiprolina
el cociente entre hidroxiprolina/proteinas.

HIDROXIPROLINA

Media + Desv. Tipica

p* 0,148 0,827

*P<0,05. Prueba de Mann-Whitney Tabla 11 Estadisticos descriptivos variable hidroxiprolina
M+DS: Media + Desviacion estandar

Hidroxiprolina/Proteinas tejido

1,35
1,3
1,25
1,2
1,15
1,1

1,05
49 dia 109 dia

e CONtrol| e PRGF

Fig.42 Evolucion temporal de la hidroxiprolina en la cicatrizacion

En cada uno de los grupos analizados observamos una mayor expresion de
hidroxiprolina/proteinas en etapas mas avanzadas de la cicatrizacién con respecto a
etapas iniciales. Esta tendencia ascendente es mas pronunciada en el grupo de
anastomosis impregnadas en PRGF (Tabla 11 y Fig.42).
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A pesar de la evolucién en diversos campos de la medicina, tanto perioperatorios
como quirurgicos, y la especializacion en la cirugia colorrectal alcanzando un alto grado
de experiencia en la realizacion de resecciones y anastomosis intestinales, la incidencia
de dehiscencia y fugas no ha disminuido significativamente (183) (167). Permanece en
porcentajes no despreciables con tasas que varian del 1% al 19% segun la localizacién
anatomica proximal o distal, respectivamente (336). Las consecuencias pueden llegar a
ser muy graves, con incrementos de la morbilidad y la mortalidad, largas estancias

hospitalarias y pobres resultados oncolégicos.

La creciente informacion relativa a los mecanismos implicados, el estudio exhaustivo
del proceso de cicatrizacion y la proliferacion de estudios experimentales que aplican
diferentes estrategias no han podido evitar su aparicion. En este sentido, se han descrito
y estudiado pormenorizadamente los factores de riesgo involucrados: sexo masculino,
tiempo quirdrgico prolongado, historia de tabaquismo, inmunosupresién o uso crénico
de esteroides (337). Paralelamente, se han ideado numerosas metodologias
encaminadas a evitar la dehiscencia o favorecer la cicatrizacién de los tejidos en
condiciones de normalidad y/o adversas: utilizacion de diferentes dispositivos para
realizar la anastomosis (grapado quirdrgico mecanico (338), clip de compresion (126),
dispositivos magnéticos (339)...), aplicacién de GFs a través de distintas vias (localmente
0 sistémicamente) y soportes de administracion biocompatibles (biosuturas (s),
liposomas (340), colageno (341), alginato (305) (342), dextrano (343), acido hialurénico (344)
(345), heparina, chitosan (346), alcohol de polivilino, polimeros de acido lactico y acido
glicolico, hidrogel (69)...) (308).

Aunque generalmente se han informado de unos resultados preliminares

satisfactorios, queda bastante para confirmar su utilidad en la cicatrizacién de los tejidos.

Sin embargo, uno de los problemas mas importantes es alcanzar unas
concentraciones y gradientes 6ptimos de GFs adecuados en el lugar preciso y durante
el tiempo necesario. Por ello, el sistema de administracion de los GFs debe liberarlos

en dosis suficientes y con una cinética similar a la biolégica (347).

No cabe la menor duda que los concentrados plaquetarios tienen un efecto global
sobre la regeneracion y/o reparacion de los tejidos, actuando no solo sobre las células
diana sino también sobre la MEC. Aunque existen estudios con resultados prometedores
que los utilizan de formas muy diversas, no se ha conseguido un aumento global de
todos los parametros implicados en la cicatrizacién. Esto puede ser debido a la falta de

respuestas a las mdltiples variables que intervienen en el procedimiento como: la
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concentracion exacta de plaquetas mas eficaz, el volumen necesario de PRP que se
debe aplicar, la relacion de éstas con la extension y localizacion de la lesion y la

condicion médica general del individuo (34s).

En nuestro estudio, la aplicacion de GFs mediante inmersién de la anastomosis no
ha permitido obtener resultados beneficiosos relacionados con la cicatrizacion de los
tejidos.

EVALUACION DEL PROCESO DE CICATRIZACION

En condiciones normales, a pesar de la infiltracion de células inflamatorias, el edema
de los tejidos y la formacién del coagulo de fibrina, la herida no adquiere la resistencia
suficiente inicialmente. Los GFs secretados por las plaguetas agregadas en el tapon de
fibrina son sumamente importantes, incrementando la neoangiogénesis y la
epitelizacion en estos primeros dias. Seguidamente, en la fase proliferativa, donde se
implementan fundamentalmente la fibroplasia y la deposicién de colageno. Se sabe que
la fuerza anastomotica depende de la presencia de redes de colageno producidas por
los fibroblastos que infiltran el sitio durante las primeras etapas después de la cirugia
(102). Es en esta etapa inicial en la que existe una mayor debilidad de la herida y, por
tanto, un mayor riesgo de dehiscencia. La aplicacion de las suturas en los extremos de
la herida es necesaria para establecer resistencia en las fases iniciales mientras se
desarrollan el resto de procesos de la cicatrizacion, pero en ocasiones no evita la
dehiscencia. La aplicacion de PRGF en estas fases iniciales trata de intensificar la
accion de los GFs y potenciar el proceso de cicatrizacion, disminuyendo la debilidad

biolégica y evitando la dehiscencia.

En esta investigacion, todos los casos dehiscentes ocurrieron en los animales
sacrificados en el 4° dia postoperatorio, distribuidos de forma similar tanto en el grupo
control como en el grupo tratado con PRGF. Fundamentalmente se ha identificado en
los animales sacrificados a los 4 dias tras la realizacion de la anastomosis. Este periodo
coincide con la fase inflamatoria e inicio de la proliferativa, donde la migracion y
proliferaciéon de fibroblastos son claves en la formacion de coldgeno, que aporta
resistencia a la anastomosis. Pero a su vez, coexisten acciones dirigidas a la
degradacion del mismo, en un equilibrio que acaba sustituyendo unas fibras de colageno

por otras (349).
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La infiltracién de células PMN en la herida se correspondié con patrones normales
de cicatrizacion, sin embargo, se observo que el recuento de neutroéfilos en el periodo
inicial de la cicatrizacion fue mayor en el grupo de animales tratados con PRGF. Aunque
los datos no son estadisticamente significativos, si puede deducirse el efecto
quimiotactico de los GFs administrados y la importancia que este mayor reclutamiento
de células inflamatorias puede tener en la cicatrizacién. Su funcion principal es la
protecciéon de la infeccion, fagocitando microorganismos y detritus celulares derivados
del tejido dafado, pero ademas producen sustancias denominadas metaloproteinasas,
implicadas en la degradacion de proteinas de la MEC como colageno y proteoglicanos

(350).

Tras la fase inflamatoria comienza solapadamente la fase de proliferacion. En el
proceso normal se debe observar una disminucién de los acontecimientos inflamatorios
con la caida de la infiltracidbn celular, participes de la inflamacion aguda, y
posteriormente un aumento de los integrantes de la siguiente fase: proliferacion de
fibroblastos y deposicién de colageno. Los neutréfilos descienden paulatinamente,
siendo sustituidos por los macréfagos que asumen funciones de fagocitosis de detritus

y secrecion de GFs que potencian la fibroplasia y neoangiogénesis.

Este comportamiento se describié en el grupo de animales control, donde el
descenso progresivo de neutréfilos se acompafié de un aumento progresivo de los
macrofagos, sin embargo, no ocurrié lo mismo en el grupo tratado con PRGF donde
existi6 un decrecimiento paralelo de neutrdfilos y macrofagos. Esta infiltracion
inflamatoria pobre en la fase proliferativa esta de acuerdo con los resultados de otros
autores (351) (352), que describen una menor determinacion de células inflamatorias en
fases mas tardias del estudio de las muestras con aplicacion de terapias ricas en

plaguetas.

Otra diferencia se establecié en la mayor deposicién de colageno y sobretodo el
incremento marcado de la reepitelizacion en el grupo tratado con PRGF, siendo
imperceptibles 0 negativas en el grupo control. Aunque estas no son estadisticamente
significativas, el ascenso preponderante en el grupo tratado con PRGF se explicaria por

la accién local de los GFs secretados sobre la anastomosis.

Las determinaciones de vasos sanguineos neoformados e hidroxiprolina en
ambos grupos tienen una tendencia ascendente, pero esta es manifiestamente mayor

en el grupo tratado con PRGF, aunque tampoco es significativa.
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EVALUACION ANASTOMOTICA

La integridad anastomoética se puede estudiar desde varios puntos de vista,
evaluando diferentes caracteristicas de la misma desde pardmetros
mecanicos/tensiométricos hasta histolégicos y bioguimicos. Sin embargo,
actualmente no existe un método ideal con la capacidad de estimar globalmente todos

los aspectos de la cicatrizacién de heridas.

En nuestro estudio no utilizamos medidas mecanicas ni estudios tensiométricos para
evaluar la resistencia anastomaética, aunque existen muchos estudios experimentales
en donde si se desarrollan e incluso en algunos circulos se considera el estandar de oro
(353). Se trata fundamentalmente de pruebas que someten a la linea de cicatrizacién

coldnica a fuerzas de traccion/resistencia, o bien, a aumentos de presion intraluminal.

La mas utilizada actualmente es lamedida de la presién de rupturaala distension,
ya que representa la fuerza ejercida por la presion intraluminal que seria la que
naturalmente actla sobre las suturas intestinales. Se mide de esta manera la capacidad
de mantenerse intacta la anastomosis a incrementos progresivos de fuerza y
establecerse en qué valor de la misma se produce la rotura (153). No obstante, los autores
no alcanzan un consenso que defina la técnica mas fiable ni el momento postoperatorio
mas adecuado en el que realizarlo, para que proporcionen una informacion fiable y con

aproximacion real a la resistencia de la cicatrizacion anastomatica.

La anastomosis pierde un alto porcentaje de resistencia en las primeras 72 horas en
su evolucién natural, incrementandose progresivamente hasta valores cercanos a zonas
de pared intestinal integras, cuando se alcanza el 7° dia postoperatorio. Bajo esta
premisa, se considera que cambios de presion de ruptura aumentados se pueden
corresponder paralelamente con una mejor cicatrizacion, basada sobre todo en mayor

deposicion de colageno (354).

En contraste, autores como Masson (150) o consideran que la prueba de resistencia
a la rotura tenga la sensibilidad suficiente para ser utilizada durante los 3 primeros dias
postoperatorios, donde ya Weiber y colaboradores (154) describen que la resistencia a la
rotura es constante hasta 4 dias después de la formacion de anastomosis col6nica, por
lo que no se esperaria un gran rendimiento en su utilizacién. En la variabilidad de los
resultados pueden estar implicados varios factores como la propia técnica quirtrgica y
la aplicabilidad de las fuerzas directamente sobre la sutura. Por consiguiente, puede

entenderse que la aplicaciébn de fuerzas de rotura es, a dia de hoy, una técnica
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controvertida para obtener unos resultados fidedignos que midan la resistencia de la

anastomosis, por lo menos en los primeros dias postoperatorios.

Los valores de presién de estallido parecen ser mas sensibles para medir la
resistencia anastomética, aunque también presenta limitaciones y no se correlaciona de
forma fehaciente con otras pruebas de resistencia. Ademas, es dificil realizar
comparativas entre los diferentes estudios que la utilizan (355). Otras publicaciones han
demostrado que la resistencia a la rotura aumenta gradualmente después de la fase
proliferativa, coincidiendo con la deposicion progresiva del colageno tipo | y lll. Se ha
intentado sin mucho éxito instaurar una correlacion entre ambas técnicas de resistencia
en esta fase de la cicatrizacién, mediante la comparacién de resultados de resistencia

de anastomosis en el 7° dia postoperatorio (152).

En nuestro estudio, el andlisis de la cicatrizacion se realiza mediante analisis
bioquimico de los restos de hidroxiprolina que contienen las proteinas de colageno,
necesarias para estabilizar la triple hélice que constituye el mismo. De esta forma,
medimos de manera indirecta la cantidad de colageno que se distribuye en el area de

cicatrizacion.

Durante la cicatrizacion de la herida quirargica existe una fase critica, cuyo cenit se
produce a los 3 y 4 dias desde el inicio del proceso, debido a una mayor expresiéon de
las colagenasas (metaloproteinasas) inducidas en esta fase tras la lesion de la pared
intestinal (356). Transcurrido este tiempo, la expresion génica aumenta y la actividad
colagenolitica se normaliza hacia el 7° dia, incrementandose por tanto la deposicién de
colageno en la capa submucosa (357) (358). Incluso existen estudios que avalan esta
variabilidad de las concentraciones de colageno de forma indirecta a través del analisis
de hidroxiprolina. Describiéndose una disminucion inicial de hasta un 43%, sobre todo
en la zona perianastomotica, continuando con una elevacion progresiva hasta el nivel

basal a los 7 dias (359).

Cantidades Optimas proporcionan a las suturas un anclaje firme esencial para la
integridad anastomatica en la fase temprana, esencialmente gracias a la resistencia que
se establece mediante la mayor proporcidn colageno tipo l/colageno tipo Il 357). Una
disminucion en el contenido de colageno de la capa submucosa en estas fases iniciales
implica una menor calidad de la cicatrizacién de los tejidos, mas notable a partir de la

pérdida del 25% del mismo (360).

En el presente estudio, los niveles de hidroxiprolina marcaron una tendencia

ascendente a lo largo del tiempo, en paralelo con el incremento de colageno, asi en
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fases mas avanzadas de la cicatrizacion los niveles de hidroxiprolina son mayores.
Aungue estos resultados no son significativamente mas acusados en el grupo tratado
con GFs, la cuantificacion de la hidroxiprolina muestra un incremento perceptible pero
no acentuado. La explicacion podria radicar en la degradacion del colageno en el lugar
de la herida quirurgica, debido a la accion de las colagenasas (donde estan implicados
los neutrdfilos), también por la dilucién de la propia hidroxiprolina o a una combinacién
de ambos. La hidroxiprolina se expresa en pug de hidroxiprolina / mg de tejido seco, por
lo que el incremento del tejido seco es inversamente proporcional a los niveles de
hidroxiprolina cuando se mantiene constante la cantidad de colageno, a ello contribuyen
el infiltrado inflamatorio considerable que acude al tejido y el acimulo de componentes
de la MEC (360).

PRGF UTILIZADO, VIiA DE ADMINISTRACION Y TIEMPOS DE
CONTACTO

Es probable que el efecto del PRGF sobre la cicatrizacién de una herida esté
condicionada por muchas variables, algunas relacionadas directamente con las
caracteristicas del PRGF a utilizar (concentracién de plaquetas, activacién y volumen) y
otras con las condiciones de la herida a tratar (localizacion, extension y tipo de tejido a

tratar) y del paciente (situacion médica global).

Utilizamos PRGF alogénico obtenido manualmente en una sola fase de
centrifugacion y mediante pipeteo posterior manual, separando las fases de plasma
pobre en plaguetas (PPP) del plasma rico en plaquetas (PRGF) y desechando en la
medida de lo posible la porcion rica en leucocitos.

Si se analiza bioquimicamente el PRGF, se reconocen componentes diversos como
plasma, leucocitos, plaquetas en nimero por encima de su concentracion plasmatica
basal y GFs. Evidentemente, de todos estos, los GFs son los elementos mas
importantes al participar de forma activa en el desarrollo de la cicatrizacion, incidiendo
en diferentes fases: promoviendo la inflamacion, proliferacién de células inflamatorias
involucradas, epitelizacion, angiogénesis, fibroplasia, proliferacion y depoésito de
colageno (348). Su aplicacion representa una mayor similitud con el proceso de curacion
natural, precisamente por albergar multiples GFs en sus proporciones biolégicamente

determinadas, frente a la aplicacion de alguno de ellos individualizadamente.
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En la literatura encontramos resultados opuestos en el andlisis de estudios
experimentales e incluso controversias en la eficacia terapéutica. Una de las
explicaciones radica en la variabilidad del PRGF obtenido a partir de la sangre completa
del animal de experimentacién o el paciente: desde el contenido total de plaquetas, lo
gue influird en la cantidad absoluta de GFs, hasta en la cantidad de leucocitos, cuyo
incremento otorga una mayor capacidad proinflamatoria que antagoniza con la
capacidad anabdlica de las proteinas secretadas por las plaquetas (361). Una mayor
concentracion de estas células inflamatorias en la herida podria explicar algunos de los
resultados del estudio, donde la cantidad de colageno es mayor de forma significativa
en la fase inflamatoria del grupo control frente al grupo tratado con PRGF localmente. Y
consecuentemente una menor concentraciéon de hidroxiprolina, tanto por la mayor
degradacién de colageno como por la alteracién del cociente pg de hidroxiprolina / mg

de tejido seco.

A pesar de las diferentes vias que se pueden utilizar para la administracion de los
GFs, cuando se trata de estudios experimentales de cicatrizacion intestinal, la
inoculacion intraperitoneal es la mas utilizada. Probablemente por la facilidad de
administracién, maxime cuando se trata de animales de pequefio tamafio, y por alcanzar
las concentraciones locales significativas para lograr el efecto deseado. Sin embargo,
en la literatura se describe que la liberacion lenta de éstos proporcionada por la
aplicacion de un depésito de plaquetas en forma de tapén de fibrina es mas efectiva que
la liberacién acelerada tras la administracion en bolo. Por ello optamos por la aplicacion
y actuacion local directa del PRGF en la zona del dafio tisular durante los primeros
minutos de la cicatrizacién de los tejidos anastomosados, de forma que se evita la
pérdida, destruccion y difusién del mismo mas alla del lugar que interesa, manteniendo

la accién directa durante todo el tiempo de exposicion.

En experimentos preliminares tratamos de evaluar el pardmetro tiempo de contacto
de la solucidon de PRGF con el area de anastomosis, el cual debe ser suficientemente
prolongado como para considerar que los componentes activos y promotores de la
cicatrizacion impregnan y actian plenamente en la superficie que interesa. La deteccion
de estas proteinas mediante ELISA nos muestra unos resultados positivos transcurridos
15 minutos de exposicién continuada, a diferencia de la metodologia de estudios
experimentales precedentes, donde Fresno (352), Giusto (242) y sus colaboradores
proceden a impregnar los extremos seccionados de intestino delgado de cerdos en PRP
0 PRGF durante 10 minutos antes de realizar la anastomosis. Optamos por realizar la

inmersién en la solucién de PRGF tras realizacidén de la anastomosis por los problemas
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descritos en estas experimentaciones anteriores, puesto que los bordes intestinales
seccionados presentan propensién al sangrado y ademas existe potencialidad de
contaminacion con el contenido intestinal, pudiendo interferir en los resultados finales al

modificar concentraciones y eficacia de la terapia rica en plaquetas.

Es conocido que transcurridos 10 minutos desde el inicio de la agregacion
plaquetaria dirigido a la formacion del codgulo comienza la secrecion activa de estos
polipéptidos almacenados en los granulos a, liberandose mas del 95% de los GFs pre
sintetizados en el lapso de una hora (348) (362). La incorporacién de cloruro de calcio a la
soluciéon de concentrado de plaquetas produce una activacién del proceso de la
coagulaciéon similar a la fisiolégica, promoviendo la produccion de trombina nativa y
seguidamente la liberacién sostenida de GFs (363). Ademas, parece que la viabilidad de
los GFs liberados es mas fiable cuando esta activacion se realiza in vivo en el momento
de la aplicacién, en contraposicion a la realizada in vitro previamente a la aplicacion (3e4).
Por ello, la aplicaciéon debe llevarse a cabo dentro de los 10 minutos siguientes al
comienzo de la coagulacién plaquetaria e iniciarse in vivo si es posible para asegurar
una liberacion sostenida y viable de GFs en la zona a tratar. Las plaquetas no viables o
dafiadas no liberan GFs bioldgicamente activos. Mas avanzado en el tiempo tras la
liberacién proteica masiva, los trombocitos continlan sintetizando y secretando
proteinas entre 5-10 dias mas de forma prolongada en el tiempo hasta que los

macréfagos asumen este papel (34s).

En nuestro ensayo, la activacion de la solucion de PRGF se realizé in vitro
previamente a la aplicacion de la anastomosis colénica. Los estudios preliminares
detectan GFs con técnicas de ELISA en los tejidos anastomosados transcurridos 15
minutos de inmersibn en PRGF, sin embargo, no podemos asegurar que estos
permanezcan suficientemente activos cualitativamente y cuantitativamente para
potenciar las fases de cicatrizacion. Tampoco sabemos si, tras la aplicacion localmente
y por este medio, quedan plaquetas activas en numero significativo que puedan
continuar con esta liberacion de GFs mas retardada. Probablemente estos hechos

contribuyen a la falta de resultados positivos comparativamente en el estudio.

Un tema controvertido, donde diversos autores no llegan a un consenso, es la
concentracién optima de plaquetas y GFs mas eficaz para su utilizacion en la
regeneracion de tejidos. Al comienzo del empleo de estas técnicas se promovieron
sistemas capaces de obtener concentraciones superiores de GFs, bajo la creencia de
gque éstos en mayor nimero potencian aln mas la cicatrizacion, empero a falta de una

reflexién profunda acerca de las verdaderas caracteristicas del concentrado alcanzado
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y sus efectos. Mas recientemente, se esta replanteando esta forma de obtener los
distintos preparados ricos en plaquetas en virtud a diversos estudios in vitro. Estos han
observado comportamientos contrarios a los esperados cuando la concentracion de
plaguetas sobrepasa un cierto nivel (365); (366), €N consecuencia incrementos progresivos
de la concentraciébn de plaquetas, a pesar de la idea establecida, no promueve
proporcionalmente la respuesta proliferativa celular al no generarse el ambiente
adecuado, sobre todo cuando estas concentraciones superan en 4,2 a 5,5 veces la
concentracion basal. Liu y colaboradores contribuyen a este pensamiento con una
explicacion plausible que se basa en los cambios de pH del entorno de la cicatrizacion,
lo que podria afectar negativamente a estos procesos (367). Incluso en estudios
experimentales, llevados a cabo por Yamaguchi (362, se sugiere que las
concentraciones que ofrecen mejores resultados en la cicatrizacion intestinal de rata es
aguella que se eleva 2,5 veces a la basal de sangre completa del animal frente a
concentraciones excesivas de plaquetas por encima de este valor. En cuyo caso, no
solo parece que no favorece la cicatrizacion sino que puede resultar en sentido negativo,

aungue ciertamente no se conoce con exactitud el mecanismo por el cual sucede.

También puede resultar negativo el déficit de plaquetas contenidas en la solucion, si
nos ajustamos a la definicion de concentracion plaquetaria biolégicamente activa
establecida por algunos autores, que abogan por unos limites de 2 a 4 veces del nUmero
plaquetario basal (3s8). Estos estudios preliminares no defienden su obtencién de forma
estandarizada mediante una Unica centrifugacién por el riesgo de contener un nimero
insuficiente de plaquetas en la solucién, en incluso describen maniobras que pueden
interferir desfavorablemente por la activacion prematura de GFs, como la utilizacion de
pipetas y centrifugaciones a altas velocidades (369). En el presente estudio se utilizan
concentraciones de PRGF estandarizadas obtenidas a partir de la centrifugacion de las
muestras y el pipeteo de la porcién rica en plaquetas, no se utiliza un kit comercial para
tal fin. Asi, las concentraciones extraidas podrian variar entre si y no se controla la
proporcion exacta de plaquetas que se encuentra en cada solucion de PRGF extraida,
pudiendo interferir en los resultados finales del estudio. Actualmente, el gran nimero de
variables sin concretar y su potencial interaccion es la razén por la que no existe una
recomendacion Unica sobre el nivel de aumento de plaquetas que debe producir el PRP

sobre la linea base para ofrecer sus efectos de la manera mas 6ptima.

A dia de hoy no se han definido con claridad las condiciones ideales en las que debe
aplicarse PRP o el PRGF para obtener el maximo rendimiento en cuanto a cicatrizacion

global y no sélo de algunas de sus fases o caracteristicas concretas. Referente a dosis,
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concentracion, tiempo de exposicién, numero de repeticiones necesarias y via de

administracién. Por tanto, son necesarios mas estudios dirigidos a definir estas

condiciones ideales para cada tipo de tejido diana y establecer un protocolo de actuacion

dependiendo de las condiciones y localizaciéon del mismo.

LIMITACIONES DEL ENSAYO

El andlisis de los resultados obtenidos y la comparacion con la literatura existente,

ha permitido identificar una serie de limitaciones en nuestro estudio que seran tenidas

en cuenta por los autores para futuras investigaciones:

Pagina

La condicion alogénica del PRGF utilizado en nuestro ensayo podria
conllevar una respuesta inmune del organismo receptor donde se aplica el
tratamiento. Los antigenos de superficie plaquetarios tales como antigenos
leucocitarios, antigeno del grupo sanguineo ABO y un grupo especifico de
glicoproteinas que constituye el aloantigeno plaquetario, inician la activaciéon
de la respuesta inmune por medio de Células T CD4 y CD8 por vias directas
e indirectas frente a las plaquetas alogénicas. Todo este proceso acaba
destruyendo las plaquetas utilizadas para el tratamiento derivando en falsos
negativos (367).

La concentracién de plaquetas no fue medida, por lo que desconocemos la
cantidad de plaquetas existentes en cada preparado de PRGF utilizado. Este
dato puede ser necesario para valorar la efectividad del concentrado
preparado en procesos de cicatrizacion, segun algunos autores (362) (370) (371).
Se determiné la expresion de TGF-B1 en los tejidos anastomosados tras
inmersion durante 15 minutos en PRGF, pero no asi el resto de GFs
contenidos en los granulos de secrecion de las plaquetas (PDGF, VEGF,
EGF, IGF, PF4...) (362).

En algunos estudios (370) (372) (373) Se demuestra que ciertas variables como
cantidad de plaquetas, de leucocitos y otros componentes de los
concentrados de plaquetas influyen en la liberacion de GFs, por tanto sus
caracteristicas pueden alterarse segun la metodologia empleada. No utilizar
un kit estandarizado para obtener PRGF, como es el caso de nuestro ensayo,
puede generar una variabilidad entre los diferentes concentrados de

plaguetas obtenidos y por consiguiente a su efectividad (374).
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R/

% El peso de los animales de experimentacion no fue tomado durante el
ensayo. En la mayoria de los estudios valorados este no es un parametro
determinante que explique o influya en los resultados (73) (67) (59) (61) (68) (64)
(69), € incluso en otros estudios no se hace referencia al peso de los animales
que intervienen durante la fase de experimentacion (5) (72) (71) (242). Existen
algunas excepciones cuando el tratamiento administrado actda en el
metabolismo del animal pudiendo variar el peso corporal, como el efecto
anabdlico que produce la administracién de IGF-I (63) (65), 0 en situaciones
experimentales inducidas que provocan un efecto secundario en el
matabolismo, la exposicion a corticosteroides (375) es un ejemplo de ello. La
IGF-I estimula el crecimiento independientemente de la hormona de
crecimiento, su efecto anabdlico desempefia un papel importante en el
metabolismo de proteinas y grasas, aumenta la proliferacion celular y, por lo

tanto, media el peso corporal (376).
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= Laaplicacién local de PRGF alogénico en anastomosis de colon mediante
inmersibn no permite obtener una mejor cicatrizacion de los tejidos
anastomosados de forma global y tampoco una disminucion de la incidencia de
dehiscencia anastomoética.

= La influencia local de PRGF tiende a aumentar el reclutamiento de
neutréfilos en la anastomosis en fases iniciales de la cicatrizacién, aunque no

significativamente.

= La aplicacién de PRGF produce, en el postoperatorio tardio, un aumento
no significativo de la neovascularizaciéon, reepitelizacion y deposicion de
colageno en los tejidos.

= La expresidon de hidroxiprolina es mayor en el grupo de animales
sacrificados en el décimo dia, sobre todo tras la aplicacion local de PRGF, sin
significacion estadistica.

= No se ha descrito un nimero mayor de complicaciones postoperatorias
en el grupo de animales en el que se aplica PRGF frente al grupo control.
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Rata Intervencion Dias sacrificio Rata Intervencion Dias sacrificio
1 PRGF 10 41 PRGF 4
2 Control 10 42 PRGF 10
3 Control 10 43 PRGF 4
4 Control 4 44 Control 10
5 PRGF 10 45 Control 4
6 PRGF 4 46 PRGF 10
7 PRGF 10 47 Control 4
8 Control 10 48 Control 4
9 Control 4 49 Control 10
10 PRGF 4 50 PRGF 10
11 Control 4 51 PRGF 4
12 PRGF 10 52 PRGF 4
13 PRGF 4 53 Control 4
4 Control 10 54 PRGF 10
15 PRGF 4 55 Control 4
16 PRGF 10 56 PRGF 10
17 PRGF 10 57 PRGF 4
18 PRGF 4 58 Control 10
19 Control 4 59 Control 4
20 Control 4 60 PRGF 10
21 Control 10 61 PRGF 4
22 PRGF 10 62 PRGF 4
23 Control 10 63 PRGF 4
24 PRGF 4 64 PRGF 10
25 Control 4 65 Control 10
26 PRGF 4 66 PRGF 10
27 PRGF 4 67 Control 4
6 Control 10 68 Control 4
29 PRGF 10 69 Control 4
30 Control 4 70 Control 10
31 PRGF 4 71 Control 10
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32 Control 10 72 Control 10
33 PRGF 10 73 Control 10
34 PRGF 4 74 PRGF 4
35 PRGF 4 75 PRGF 10
36 Control 4 76 Control 4
37 PRGF 10 77 Control 10
38 Control 10 78 Control 10
39 Control 4 79 Control 4
40 Control 10 80 PRGF 10
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