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RESUMEN

Objetivo: Evaluar la seguridad y la eficacia del tratamiento tépico de heridas con células estromales
mesenquimales derivadas de médula ésea cultivadas y suspendidas en lisado plaquetario. Método: Estudio
prospectivo, intervencionista y controlado con 42 ratones C57BL/6 con una herida por escision inducida. Fueron
divididos en cuatro grupos de tratamiento: hidrogel (tratamiento estandar para heridas), gel salino (control), gel
de lisado plaquetario y gel de lisado plaquetario que contenia células estromales mesenquimales. Los analisis
se realizaron el dia 7 (n=5) y el dia 13 (n=7) para inmunohistoquimica, y el dia 21 (n=30) para seguridad.
El seguimiento se llevé a cabo mediante evaluacién clinica (eventos adversos, peso, dolor, comportamiento y
reduccién del tamafio de la herida) e histolégica (cicatrizacion, vascularizacion y colagenizacion). Resultados: En
relacion con la seguridad, no se identificaron eventos adversos ni alteraciones fisiol6gicas relacionadas con el
tratamiento. El grupo tratado con células presentd mejores resultados de cicatrizaciéon en las evaluaciones
macro y microscopicas, seguido por el grupo tratado con gel de lisado plaquetario. Conclusion: La aplicacién
topica de células estromales mesenquimales fue segura y mostré resultados favorables.

DESCRIPTORES: Cicatrizacion de Heridas. Célula Estromal Mesenquimatosa. Terapia Celular. Lisado de Plaquetas.
Estomaterapia.

Mesenchymal stromal cells suspended in a platelet
lysate gel improve wound healing in mice

ABSTRACT

Objective: To assess the safety and efficacy of topical wound treatment with mesenchymal stromal cells derived
from bone marrow cultured and suspended in platelet lysate. Method: A prospective, interventional, controlled
study was conducted with 42 C57BL/6 mice with induced excisional wounds. They were divided into four
treatment groups: hydrogel (standard wound treatment), saline gel (control), platelet lysate gel, and platelet
lysate gel containing mesenchymal stromal cells. Immunohistochemistry analyses were performed on day 7
(n=5) and day 13 (n=7), and safety on day 21 (n=30). Follow-up was conducted through clinical (adverse events,
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weight, pain, behavior, wound size reduction) and histological (healing, vascularization, collagenization)
assessments. Results: Regarding safety, no adverse events or physiological changes related to the treatment were
identified. The group treated with cells showed better results in wound healing through macro and microscopic
assessments, followed by the platelet lysate gel group. Conclusion: The topical application of mesenchymal
stromal cells was safe and showed favorable results.

KEYWORDS: Wound Healing. Mesenchymal Stromal Cell. Cell Therapy. Platelet Lysate. Stomatherapy.

Células estromais mesenquimais suspensas em gel de lisado de
plaquetas melhoram a cicatriza¢do de feridas em camundongos

RESUMO

Objetivo: Avaliar a seguranca e a eficicia do tratamento tépico de feridas com células estromais mesenquimais
derivadas da medula Ossea cultivadas e suspensas em lisado plaquetario. Método: Estudo prospectivo
intervencionista e controlado com 42 camundongos C57BL/6 com ferida excisional induzida. Eles foram divididos
em quatro grupos de tratamento: hidrogel (tratamento padrao de feridas), gel salino (controle), gel de lisado de
plaquetas e gel de lisado de plaquetas contendo as células estromais mesenquimais. As analises foram feitas no
dia 7 (n=5) e no dia 13 (n=7) para imuno-histoquimica, e no dia 21 (n=30) para seguran¢a. O acompanhamento
ocorreu por meio de avaliacdo clinica (eventos adversos, peso, dor, comportamento, redu¢do do tamanho da
ferida) e histolégica (cicatrizagdo, vascularizacdo, colagenizagdo). Resultados: Em rela¢do a seguranca, ndo foram
identificados eventos adversos ou altera¢des fisiologicas relacionados ao tratamento. O grupo tratado com células
apresentou melhores resultados na cicatrizagdo através das avaliagdes macro e microscopicas, seguido pelo
grupo gel de lisado plaquetdrio. Conclusdo: A aplicacdo tépica de células estromais mesenquimais foi segura e
mostrou resultados favoraveis.

DESCRITORES: Cicatrizagdo de feridas. Célula estromal mesenquimal. Terapia celular. Lisado plaquetario.
Estomaterapia.

INTRODUCCION

Las heridas se definen como la interrupcién de cualquier tejido o de la integridad celular debido a lesiones mecénicas,
fisicas o metabdlicas.! Diversas terapias buscan optimizar el tiempo de cicatrizacién; sin embargo, existen casos dificiles de
curar o que no responden a ningun tratamiento disponible. En este contexto, las células estromales mesenquimales (CEMs)
han demostrado ser candidatas potenciales para la cicatrizacién de heridas agudas y crénicas, independientemente de su
etiologia. Los estudios han demostrado la eficacia y 1a seguridad de las CEMs para el tratamiento de quemaduras,” lceras
del pie diabético® y lesiones por presién, tanto en entornos preclinicos como clinicos,* ayudando a restaurar el microam-
biente tisular.’ El efecto antiinflamatorio orquestado por las CEMs se debe a su capacidad para migrar hacia los sitios de
inflamacién y secretar moléculas bioactivas, como citocinas y factores de crecimiento, influyendo en otros tipos celulares y
polarizando los macréfagos hacia un fenotipo proinflamatorio o antiinflamatorio®.

Las CEMs pueden aplicarse en heridas de diferentes maneras, como mediante inyecciones intramusculares o intra-
dérmicas. Sin embargo, se han descrito complicaciones, ya que el entorno intra y perilesional ya se encuentra dafiado.”
Las inyecciones sucesivas necesarias para una aplicacién homogénea a lo largo del drea de la herida pueden causar microle-
siones importantes en pacientes con dificultades de cicatrizacion.® La via de administracion mds segura parece ser la tépica,
idealmente en forma de gel, ya que el producto permanece en contacto con el lecho de la herida sin escurrirse °.

El lisado plaquetario es un producto bioldgico rico en factores de crecimiento, con un contenido proteico diverso y

elevado, relacionado con procesos celulares esenciales como la proliferacién, la morfogénesis, la diferenciacién, la biosintesis,
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la adhesion y el metabolismo.’® Ademds de utilizarse como sustituto del suero fetal bovino, también puede aportar beneficios
en la cicatrizacién, lo que requiere mayor investigacién.! Generalmente preparado en forma liquida, cuando se gelatiniza
puede servir como vehiculo para las células, proporcionando una matriz que mantiene su viabilidad.' La asociacién entre
células madre y derivados plaquetarios, como el plasma rico en plaquetas o el gel de plasma en el cuidado de heridas, ha
demostrado aumentar la capacidad regenerativa celular.’® Parece existir una modulacién del metabolismo energético celu-
lar, que resulta en un mayor potencial proangiogénico y una mayor produccién mitocondrial de trifosfato de adenosina,
acelerando asi el proceso de cierre de la herida y mejorando la elasticidad de la piel recién regenerada.

Este estudio preclinico tuvo como objetivo evaluar la seguridad y la eficacia de CEMs derivadas de médula ésea humana
cultivadas en lisado plaquetario y producidas bajo condiciones de Buenas Practicas de Manufactura (BPM) para futuros

ensayos clinicos sobre cicatrizacién de heridas.

OBJETIVOS

Evaluar la seguridad del tratamiento tépico de heridas con CEMs derivadas de médula ésea humana cultivadas y
suspendidas en un gel de lisado plaquetario (mediante la evaluacién de eventos adversos, aspectos conductuales, dolor y
peso). De manera secundaria, se analizaron la viabilidad y la eficacia (aspecto de la cicatrizacién mediante la escala Pressure
Ulcer Scale for Healing [PUSH], reduccién del tamafio del drea de la herida mediante medicién, angiogénesis por inmu-

nohistoquimica y fibras de coligeno).

METODOS

Estudio 7 vivo, prospectivo y controlado realizado en la Unidad de Experimentacién Animal del Hospital de Clinicas
de Porto Alegre (HCPA), tras la aprobacién del Comité de Etica en el Uso de Animales de la institucién, bajo el nimero
2023-0051, y de la Plataforma Brasil bajo el Certificado de Presentacién para Apreciacién Etica 68762923.1.0000.5327.
Todos los principios éticos de la experimentaciéon animal fueron respetados durante todo el estudio, de acuerdo con la
legislacién local (Consejo Nacional para el Control de la Experimentaciéon Animal). La directriz Consolidated Standards of

Reporting Trials fue utilizada para la elaboracién del proyecto de investigacién.

Muestra

Cuarenta y dos ratones (Mus musculus) C57BL/6, machos, isogénicos, de 8 semanas de edad y con un peso corporal
promedio de 21 gramos fueron estudiados. El tamafio de la muestra se calculé considerando un tamafio del efecto de £=0,57,
con la tasa de cicatrizacién como desenlace, de acuerdo con un estudio similar, una significacién (p) de 0,05 y una potencia
estadistica del 80% (G*Power soffware, v3.1.9.7)".

Los animales fueron alojados individualmente en microaisladores con viruta de madera, bajo condiciones controladas
de temperatura, humedad y ciclo luz-oscuridad. El alimento y el agua fueron ofrecidos ad libitum. Se realizé monitoreo
del peso y de los aspectos conductuales.

Los animales fueron distribuidos aleatoriamente en los siguientes grupos:

Grupo 1 — Control: hidrogel (n=6);

Grupo 2 — Tratamiento: gel de lisado plaquetario (n=13);

Grupo 3 —Tratamiento: gel de lisado plaquetario que contenia CEM (n=15);

Grupo 4 — Control: gel salino (n=8).

El estudio se dividi6 en diferentes segmentos: hasta el dia 7 (n=5) y el dia 13 (n=7) para la evaluacién inmunohisto-
quimica, y hasta el dfa 21 para la eventual aparicion de eventos adversos y el andlisis histolégico (n=30, con 10 animales

en cada grupo).
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Anestesia, creacion de heridas y analgesia

Los animales fueron sometidos a anestesia general inhalatoria utilizando isoflurano vaporizado en 500 mL de oxigeno
(5% para induccién y 2-3% para mantenimiento), mediante una mascarilla facial. Bajo anestesia, se administré tramadol
20 mg-kg™" por via intraperitoneal, seguido de la antisepsia de la regién dorsal con una solucién alcohdlica de clorhexidina
al 2%. Se indujo una herida excisional experimental delimitando el drea de la lesién mediante una plantilla circular de 6
mm en la regién dorsal entre ambas escdpulas. La piel delimitada fue retirada, obteniéndose una herida de espesor total
(epidermis, dermis e hipodermis) hasta la superficie externa de la fascia muscular. Durante el periodo posoperatorio, por
tres dias, los animales recibieron clorhidrato de tramadol (20 mg-kg™) por via intraperitoneal cada 12 horas para el control

del dolor. La evaluacién del dolor se realizé utilizando la escala Grimace!®.

Tratamiento

El hidrogel es un producto elaborado localmente por la farmacia industrial del HCPA, compuesto por 77,7% de agua,
20% de propilenglicol y 2,3% de carboximetilcelulosa. El gel salino estd basado en cloruro de sodio al 0,9% y utiliza el mismo
agente gelificante farmacéutico empleado en el gel de lisado plaquetario. La férmula exacta de los productos (gel salino y
gel de lisado plaquetario) es actualmente confidencial, segin la recomendacién del Centro de Innovacién y Transferencia
de Tecnologia de la institucién.

Ellisado plaquetario se produjo a partir de un pool de bolsas de plaquetas humanas descartadas por el banco de sangre
debido al vencimiento de su fecha de caducidad y tras resultados serolégicos negativos para enfermedades infecciosas.
El método de produccion fue descrito previamente.'” En resumen, las plaquetas fueron sometidas a ciclos de congelacién
y descongelacién para su activacién, seguidos de centrifugacién y filtracién, adicién de heparina y posterior transformacién
en gel mediante la incorporacién de un agente gelificante.

Tras la obtencién del consentimiento informado por escrito, las CEMs fueron obtenidas mediante el lavado de bolsas
y filtros que serfan descartados después del trasplante de médula 6sea de donantes sanos. Las células fueron sembradas en
medio de cultivo Dulbecco’s Modified Eagle Medium (Gibco) suplementado con lisado plaquetario hasta alcanzar un 80%
de confluencia y fueron sometidas a tres pases mediante tripsinizacién (PO, P1 y P2).® Fueron criopreservadas a -80 °C
mientras se realizaban las pruebas de control de calidad (citometria de flujo, deteccién de micoplasma, anilisis bacterioldgico
y endotoxinas). Se caracterizaron como >97% CD90+, CD75+, CD105+; <3% CD14+, CD34+, CD19+; y <3% CDA45+,
CD3+, HLA-DR+."” En el momento de su utilizacién, fueron descongeladas y resuspendidas en gel de plaquetas a una
concentracién de 2 x 10° células/cm?® del 4rea de la herida.?’ Para evaluar la viabilidad celular en el gel de lisado plaquetario

se utilizaron dos métodos: Azul de Tripano y el ensayo con colorante Tetrazolium (MTT).

Curacién

Tras la aplicacién tépica del tratamiento, las heridas fueron protegidas mediante una curacién multicapa con el fin de
respetar los principios de cicatrizacidn, preservando la herida de contaminantes y traumatismos. La curacién fue adaptada
del modelo de Amorim.?' Como cobertura primaria, se utilizé una malla adhesiva de silicona (Cuticell® Contact) de 1,5 x
2 c¢m, seguida por una gasa estéril de algodén (Hérika®) del mismo tamafio y fijada mediante la aplicacién de dos peliculas
adhesivas transparentes de poliuretano (Hypafix®) de 3 x 8 cm. La primera pelicula se fij6 en direccién dorsoventral y la
segunda en direccién opuesta, dando dos vueltas alrededor del cuerpo del animal (Figura 1).

La aplicacién del tratamiento y los cambios de curacién se realizaron los dias 0, 3, 6 y 9 después de la cirugia, con los
animales bajo sedacién leve. El dia 12, las curaciones fueron retiradas porque las heridas ya estaban pricticamente cicatri-
zadas. Durante los cambios de curacién, las heridas fueron limpiadas con un hisopo estéril impregnado en solucién salina
al 0,9%. En caso de formacién de costras, estas fueron retiradas cuidadosamente para permitir la reaplicacién directa de

los tratamientos sobre la lesién.
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Fuente: Elaborada por los autores.
Figura 1. Curacién multicapa. (A) Aplicacion de la pelicula transparente en direccion ventrodorsal, finalizando sobre las demds
capas; (B) Resultado final de la curacién fijada.

Evaluacion clinica de las heridas

La evaluacién macroscépica se realizé los dias 0, 3,6,9,12,15 y 21 después de la escision de la herida, con los animales
bajo anestesia breve. Se observaron aspectos clinicos como dolor, prurito, excoriacién, olor, infeccién, hiperemia, edema,
costras, hematoma, cantidad y aspecto del exudado (seroso, serohemitico, sanguinolento y purulento) y tipo de tejido
(necrdtico, esfacelo, granulacion o epitelizacion). La evaluacién de las heridas también se realizé mediante la PUSH Tvo/
(U.S. National Pressure Injury Advisory Panel, Schaumburg, Illinois, Estados Unidos), validada para heridas humanas de
diferentes etiologias. Las heridas fueron fotografiadas utilizando una cimara digital Sony® Alpha 7 con configuracién ISO
400, un lente macro Sigma® de 50 mm con apertura /8.0, inicamente con iluminacién artificial ambiental y un soporte
acrilico transparente, manteniendo la misma distancia en todas las fotografias. El drea de la herida fue medida utilizando

el software Image]® (U. S. National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA).

Recoleccion de muestras y eutanasia

Con los animales bajo anestesia profunda con isoflurano, se retiraron fragmentos de piel que contenian el drea de la heriday un
margen de piel sana. La eutanasia se realizé mediante exanguinacién bajo anestesia profunda y puncién intracardiaca; posteriormente,
se extrajeron el corazdn, los pulmones, el bazo, los rifiones y el higado para anlisis futuros. Las muestras recolectadas fueron inme-

diatamente colocadas en formaldehido tamponado al 10% y procesadas mediante la técnica rutinaria local de inclusién en parafina.

Evaluacion microscépica de las heridas

Los aspectos microscépicos de la cicatrizacién analizados fueron infiltracién inflamatoria, tipo de tejido, colageniza-
cién y vascularizacion. El patélogo desconocia los tratamientos administrados y utilizé un microscopio Nikon® Eclipse Si
con aumento de 10x. Para la evaluacién histolégica, las secciones fueron tefiidas con hematoxilina y eosina. La infiltracién
inflamatoria fue evaluada segin su densidad y se asigné una puntuacién de 0 a 3: O para ausencia de infiltracién inflama-
toria, 1 para infiltracién leve, 2 para infiltracién moderada y 3 para infiltracién severa. En relacién con el tipo de tejido, se
considerd 0 cuando no fue posible identificar alteraciones respecto al resto de la ldmina (indicando cicatrizacién completa)

y 1 cuando se identificé tejido de granulacién.
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Las fibras de coldgeno fueron evaluadas mediante la tincién Tricrémico de Masson. Se obtuvieron cinco imagenes de
cada ldmina y el drea fue analizada con el soffware Image]®, utilizando el complemento “deconvolution of colors”. La cola-
genizacién fue cuantificada mediante el drea promedio de los cinco campos. Para evaluar la angiogénesis, se utiliz6 la prueba
inmunohistoquimica CD31, con un aumento de 20x. Se capturaron cinco imagenes y se contaron los vasos sanguineos,

totalizando los vasos presentes en cada muestra.

Estadistica

El anilisis estadistico se realizé utilizando el soffware SPSS (SPSS Inc. Released 2009. PASW Statistics for Windows,
Version 18.0. Chicago: SPSS Inc.). La distribucién de las variables con respecto a la normalidad fue evaluada mediante la
prueba de Shapiro-Wilk y el grafico Q-Q. Las variables categéricas, como células inflamatorias, tipo de tejido y edema,
fueron comparadas entre los grupos utilizando la prueba exacta de Fisher.

Para comparar las caracteristicas a lo largo del seguimiento entre los grupos, se utilizé el modelo de Ecuaciones de Es-
timacién Generalizadas, con distribucién binomial y funcién de enlace logit para variables categéricas dicotémicas, como la
presencia de costras. Para variables continuas, como la medicién del drea de la herida, el grado de excoriacién, la puntuacién
en la escala PUSH vy el tipo de exudado, se utiliz6 el mismo andlisis mediante Ecuaciones de Estimacién Generalizadas,
con distribucién normal y funcién de enlace identidad.

Se consider6 significativo un valor de p inferior a 0,05.

RESULTADQOS

Dos animales se perdieron durante el periodo posoperatorio inmediato (uno debido a hemorragia y otro debido a una
pérdida de peso superior al limite final establecido por la normativa ética para el uso de animales [<10%]), por lo que fueron
excluidos del estudio mediante sobredosis de isoflurano.

La viabilidad celular en el gel de lisado plaquetario fue verificada mediante el ensayo colorimétrico MTT y el método
de Azul de Tripano, a través del cultivo en incubadora (37 °C, 5% CO,) durante diferentes periodos. Después de 24 horas,
el 56% de las células permanecieron viables; después de 48 horas, el 26%; y después de 72 horas, el 11,5%. Los experimentos
se realizaron por triplicado para cada método.

Los vendajes permanecieron cubriendo las heridas el 97,47% del tiempo; solamente cuatro animales los retiraron en una
Unica ocasién cada uno. Los animales mostraron una atencién constante a la presencia de los vendajes, intentando retirarlos per-
sistentemente. Cuando se identificaron abrasiones, estas fueron tratadas con tintura de yodo al 2% Gnicamente en el sitio afectado.

Al comparar los grupos, no hubo diferencias en la pérdida de peso (p=0,118), sino Unicamente variacién del peso
a lo largo del tiempo dentro de cada grupo (p < 0,001), ya que los animales recuperaron el peso en distintos momentos
hasta alcanzar nuevamente su peso inicial (Tabla 1). Los animales del Grupo 3 recuperaron el peso mucho antes que los

de los demds grupos.

Tabla 1. Peso de los animales. Comparacion entre el peso promedio inicial de los animales por grupo antes del experimento
(d-1) y el peso después del procedimiento (d+1), con los respectivos porcentajes de pérdida de peso y el tiempo necesario para
recuperar el peso inicial.

Peso promedio Peso promedio Pérdida de peso  Tiempo para recuperar el

Grupo (d-1) (d+1) (%) peso inicial (dias)
1. Hidrogel 2245 (DE 2.57) 21.69 (DE 2.57) 3.39% 15
2. Gel de lisado plaquetario 20.83 (DE 2.30) 19.80 (DE 1.90) 4.4% 15
3. Gel de lisado plaquetario + CEMs 20.92 (DE 2.10) 20.40 (DE 1.86) 2.49% 3
4. Gel salino 19.83 (DE 1.54) 19.37 (DE 1.66) 2.32% 9

Peso en gramos.
d: dfas; DE: desviacién estandar.
Fuente: Elaborada por los autores.
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Los animales fueron evaluados en cuanto a aspectos conductuales y clinicos por el mismo evaluador no cegado. No se
observaron alteraciones relacionadas con los tratamientos en términos de comportamiento o indicios de dolor. No se regis-
traron eventos adversos graves, como deficiencia funcional o muerte. Los érganos no presentaron alteraciones macroscépicas
durante la inspeccién posz mortem. No se identificaron alteraciones en las heridas, tales como necrosis, dehiscencia, hematoma,
hipercromia o signos de infeccién, incluida la presencia de contenido purulento, hiperemia o irritaciones como dermatitis
perilesional, en ninguno de los grupos. Se identificé un edema leve en los bordes de las heridas el tercer dia posoperatorio
en todos los grupos, el cual desapareci6 en los dias siguientes. El exudado drenado estuvo ausente durante la mayor parte
del estudio (60,5%) y fue mas frecuente durante los primeros dias, disminuyendo hasta el dia 12. El tipo de exudado mas
observado fue el seroso (26,3%), seguido del sanguinolento (10,5%) y del serohematico (2,6%). La ocurrencia de exudacién
fue similar entre los grupos. La formacién de costras se observé desde el dia 3 hasta el dia 15 del experimento en el 30%
de los animales de todos los grupos.

Inmediatamente después del procedimiento quirtrgico, las dreas escindidas no difirieron entre los grupos (p=0,508). En el
dia 3, se observé un aumento del 6,9% en el drea (promedio de 0,31 mm) en los Grupos 1, 2 y 3; mientras que se observé
una reduccién en el Grupo 4. En los dias posteriores, todos los grupos presentaron el mismo tamafio promedio de la herida
hasta el cierre de la herida (dia 12), la epitelizacién (dia 15) y el crecimiento del pelo (dia 21) (Figura 2). Hubo una diferencia
entre los grupos en relacion con el tamafio de la herida a lo largo del tiempo (p=0,001), debido a que el Grupo 3 presenté
un cierre ligeramente mds lento que los demds, mientras que el Grupo 4 alcanzé el cierre después de los otros grupos.

La escala PUSH se calcula mediante la suma de tres pardmetros: drea de la herida (puntuacién de 0 a 10), cantidad
de exudado (de 0 a 3) y apariencia del lecho de la herida (de 0 a 4). La puntuacién méxima alcanzada fue de 6 puntos.
Las puntuaciones disminuyeron con el tiempo en todos los grupos, indicando cicatrizaciéon. Los Grupos de tratamiento 2 y
3 presentaron puntuaciones ligeramente mds bajas a lo largo del tiempo, indicando una tendencia hacia mejores parimetros
de cicatrizacion (p=0,027).

Se observo una colagenizacion similar entre los grupos, con 196 fibras de coligeno en el Grupo 1 (promedio, DE 3,0),
191 en el Grupo 2 (DE 9,4), 186 en el Grupo 4 (DE 4,8) y 183 en el Grupo 3 (DE 4,8) (Figura 3).

Al evaluar la angiogénesis, el Grupo 3 presentd un mayor niimero de vasos (promedio de 51,6; DE 11,6), seguido por
el Grupo 2 (46; DE 5,6), en comparacién con el promedio de los Grupos control 1y 4 (41,6; DE 0,7). Sin embargo, este

resultado no alcanzo significacién estadistica (p=0,493) (Figura 3).

Fuente: Elaborada por los autores.

Figura 2. Cicatrizacion a lo largo del tiempo. Evolucién de las heridas, representativa de cada grupo durante el periodo de
seguimiento (D = dias). (A) Grupo 1 - Hidrogel; (B) Grupo 2 - Gel de lisado plaquetario; (C) Grupo 3 - Células estromales mesen-
quimales + gel de lisado plaquetario; (D) Gel salino.
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Los Grupos 2 y 3 mostraron un patrén similar de infiltrado inflamatorio leve, con puntuaciones promedio de 0,9 (DE
0,7) y 1,0 (DE 0,8), respectivamente. Los Grupos control 1y 4 presentaron resultados opuestos: inflamacién severa en el
Grupo 1 (3 puntos; DE 0), la mas elevada entre todos los grupos (p < 0,001),y el menor grado de inflamacién en el Grupo
4 (promedio de 0,20; DE 0,4). El tejido de granulacién estuvo presente en el 20,7% de los animales, siendo observado en el
100% de los animales del Grupo 1y en el 20% de los del Grupo 3, a diferencia de los otros grupos (p < 0,001) (Figura 4).

DISCUSION

En este estudio se evalué la seguridad del uso tépico de CEMs suspendidas en un gel de lisado plaquetario para el
tratamiento de heridas en ratones. No se identificaron eventos adversos relacionados con el tratamiento. Las alteraciones
fisiolgicas, como la presencia de edema en los bordes de las heridas durante los primeros dias posoperatorios, asi como el
drenaje de exudados y la formacién de costras, ocurrieron de manera similar entre los grupos. Estos hallazgos son comunes
durante la fase inflamatoria, en la cual el dafio tisular actia como estimulo inicial para la cicatrizacién, poniendo los com-
ponentes sanguineos en contacto con el coldgeno y otras sustancias de la matriz extracelular, lo que provoca la degranula-
cién plaquetaria y la activacion de la cascada de coagulacién, con liberacién de mediadores vasoactivos (como histamina,
serotonina y bradicinina) y agentes quimioticticos. Posteriormente, las células inflamatorias son atraidas hacia la herida,
provocando calor, enrojecimiento y edema, este ultimo debido al aumento de la permeabilidad capilar y al consecuente
extravasamiento de liquidos hacia el espacio extracelular.

El modelo animal seleccionado para este estudio fue el ratén C57BL/6, el modelo mds ampliamente utilizado en la
investigacién biomédica con células madre.? Esta cepa también presenta uniformidad genética, lo que garantiza una respuesta
fisiolégica homogénea. En cuanto a la curacién utilizada, esta permanecié fijada durante todo el estudio, lo que representa
un desafio cuando se trabaja con roedores pequefios y activos. La curacién aseguré la permanencia de los tratamientos y

mantuvo protegida el drea de la herida.

Fuente: Elaborada por los autores.

Figura 3. Evaluaciones microscopicas. En la primera columna, tincién CD31, con vasos sanguineos identificados mediante flechas
en el Grupo 3 (A), Grupo 2 (B) y Grupo 1 (C); en la segunda columna, coladgeno tefiido con Tricrémico de Masson en el Grupo 3 (D),
Grupo 2 (E) y Grupo 1 (F).
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Fuente: Elaborada por los autores.
Figura 4. Infiltrado inflamatorio. Tincién con hematoxilina y eosina, mostrando ausencia de infiltrado (A), infiltrado leve (B),
infiltrado moderado (C), infiltrado severo (D) con tejido de granulacion (flecha), y tejido de granulaciéon (flecha) en (E) y (F).

El peso corporal es un importante predictor de la salud animal. Todos los ratones perdieron peso de manera similar
durante el periodo posoperatorio (p=0,118),1o que era esperado. La cirugia para la creacién de las heridas presenté un grado
moderado de invasividad, ocasionando una extensa ulceracién cutinea, manipulacién constante, exposicién a anestesia, dolor
quirtrgico (a pesar de la analgesia administrada) y molestias derivadas de los cambios de curacién. El tiempo necesario para
recuperar el peso inicial fue diferente entre los grupos (p < 0,001), ya que el grupo tratado con células necesité solamente
tres dias, probablemente porque las CEMs facilitaron la recuperacién posoperatoria mediante una reduccién del gasto
energético, considerando que la cicatrizacién de heridas es un proceso con una elevada demanda metabélica®.

Todos los grupos alcanzaron la cicatrizacién completa de las heridas antes del final del periodo de observacion (dia 21).
Las heridas tratadas con células presentaron un cierre ligeramente mds lento, lo que puede explicarse por una mejora en el proceso
de cicatrizacién. Este grupo mostré un menor tiempo de recuperacién del peso corporal, tasas de cicatrizacién ligeramente me-
jores segun la escala PUSH, un perfil inflamatorio leve y una tendencia hacia una mejor vascularizacién en comparacién con los
demas grupos. El lisado plaquetario present el mejor promedio en dicha escala a lo largo del tiempo y también mostré un perfil
inflamatorio leve. El gel salino present6 el perfil inflamatorio mds bajo y fue el inico grupo que mostré reduccién del tamafio de
la herida el primer dia posoperatorio; sin embargo, no cicatrizé antes que los demds grupos y present6 el tercer mejor promedio
segun la escala PUSH. El hidrogel mostré el perfil inflamatorio mds elevado y los peores indices de cicatrizacién, con tendencia
a presentar la menor vascularizacién y la mayor cantidad de tejido de granulacién residual observado microscépicamente.

Aunque el grupo tratado con células, seguido por el grupo tratado con lisado plaquetario, present6 un mayor nimero de
vasos sanguineos en la herida, este resultado no pudo confirmarse estadisticamente debido al reducido tamafio de la muestra.
Este estudio plantea la hipétesis de que estos grupos de tratamiento presentaron una mayor cantidad de vasos, en concordancia
con la literatura, que atribuye este efecto a una mayor presencia de factor de crecimiento endotelial vascular, capaz de inducir la
neoangiogénesis.”® El anlisis de seguridad fue priorizado sobre la evaluacién de la eficacia del tratamiento para evitar el sacri-
ficio de un mayor nimero de animales. Nuestros resultados preliminares concuerdan con la literatura disponible sobre el tema.

Microscépicamente, se identificé tejido de granulacién en fragmentos de tejido de la herida de los animales del Grupo

1 (100%) y del Grupo 3 (20%) en el dia 21. La persistencia del tejido de granulacion en el Grupo 1 podria explicarse por su
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peor desempefio en la cicatrizacién y su mayor perfil inflamatorio, lo que microscépicamente podria interpretarse como un
retraso en el proceso de cicatrizacién en comparacién con los demds grupos, ya que el tejido de granulacién tiende a involu-
cionar a medida que el infiltrado inflamatorio desaparece. E1 Grupo 3 también present6 tejido de granulacién, probablemente
porque su tasa de cicatrizacién fue ligeramente mds lenta que la observada en los otros grupos, posiblemente reflejando
un proceso de cicatrizacién mds elaborado, que genera abundante tejido de granulacién atin en proceso de degradacién.

El numero de fibras de coldgeno fue considerado similar entre los grupos; sin embargo, podrian existir diferencias re-
lacionadas con la calidad de las fibras que no fueron evaluadas. La dermis contiene aproximadamente un 80% de coldgeno
tipo I y un 20% de coldgeno tipo III, mientras que el tejido de granulacién puede contener hasta un 40% de coldgeno tipo
111, considerado inmaduro. Por lo tanto, se plantea la hipétesis de que los grupos con mejores resultados de cicatrizacién
podrian haber desarrollado fibras de coldgeno de mejor calidad.

En cuanto al infiltrado inflamatorio, el indice mas elevado se observé en el grupo tratado con hidrogel, mientras que
los grupos tratados con células y lisado plaquetario presentaron inflamacién leve. El indice mds bajo se observé en el grupo
tratado con gel salino. La inflamacién constituye una parte fundamental del proceso de cicatrizacién y puede conducir a una
cicatrizacién inadecuada o retardada cuando es excesiva o insuficiente. El bajo perfil inflamatorio observado en el grupo tratado
con gel salino no produjo beneficios, reforzando la idea de que cierto grado de inflamacién es necesario para la cicatrizacién.
Aungque las CEMs son reconocidas principalmente por sus propiedades antiinflamatorias,” mantienen el microambiente con bajos
niveles de interleucina-1 y factor de necrosis tumoral alfa, ambos mediadores proinflamatorios. Por lo tanto, poseen capacidad
inmunomoduladora, aumentando la inflamacién cuando es necesario y suprimiéndola cuando estd excesivamente presente®.

Las lesiones evaluadas en este estudio fueron agudas y carecian de una fisiopatologia subyacente; por ello, se esperaba una respuesta
inflamatoria controlada y el tratamiento consisti6 principalmente en el manejo del entorno local y la prevencion de infecciones. En las
heridas crénicas, que pueden presentar multiples etiologias, siempre deben considerarse las condiciones clinicas subyacentes ademds
de las medidas de manejo local. Las barreras para la recuperacién asociadas a enfermedades de base y/o factores de riesgo incremen-
tados pueden conducir a una evolucién impredecible de la cicatrizacién, en la que la inflamacién persistente debe ser controlada.
Los tratamientos biologicos presentados en este estudio podrian investigarse con mayor profundidad en heridas de dificil cicatrizacién.

El gel de lisado plaquetario,ademds de mantener la viabilidad celular cuando se asocia con células mesenquimales, también
confirmé sus propiedades bioldgicas en la cicatrizacién cuando se utilizé de forma aislada. Constituye una nueva posibilidad
terapéutica porque proporciona vesiculas, factores de crecimiento y otras moléculas reconocidas por su importancia en la
quimiotaxis.’® Las CEMs confirmaron sus propiedades cicatrizantes, mostrando una tendencia hacia los mejores resultados
del estudio. Todos los tratamientos fueron preparados de acuerdo con las directrices de BPM utilizadas para productos bio-
l6gicos sometidos a manipulacién, con trazabilidad del origen y material procedente de fuentes seguras, conforme exige la
legislacion nacional establecida por la Resolucién de la Junta Colegiada 508 de la Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria®.

El gel de lisado plaquetario, con o sin células, estd en consonancia con las investigaciones recientes en bioingenieria,
terapia celular y cuidado de heridas, que recomiendan el uso de biomateriales que actian como andamios celulares, ge-
nerando matrices tridimensionales. Es importante combinar las células mesenquimales con otras terapias regenerativas,
proporcionando un medio para el transporte de factores solubles implicados en la cicatrizacién mediante una estructura
similar a la matriz extracelular natural, con propiedades biocompatibles, bioactivas y biodegradables cuando liberan productos
en sistemas biol6gicos. Por lo tanto, los tres productos desarrollados para este estudio mostraron resultados terapéuticos
diferentes y alcanzaron el objetivo propuesto. Hasta donde sabemos, este es el primer estudio que evalia la aplicacién tépica

en heridas de CEMs derivadas de médula ésea cultivadas y suspendidas en lisado plaquetario.

Limitaciones del estudio

Aunque el grupo tratado con células, seguido por el grupo tratado con lisado plaquetario, presenté un mayor nimero de
vasos sanguineos en la herida, este resultado no pudo confirmarse estadisticamente debido al reducido tamafio de la muestra.
El niimero de muestras evaluadas mediante CD31 no se increment6 para evitar causar perjuicios adicionales a los animales

en un aspecto cuya base cientifica ya se encuentra establecida. Se priorizé el analisis de seguridad, que se extendi6 hasta el
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dia 21. El nimero de fibras de coldgeno fue considerado similar entre los grupos; sin embargo, pueden existir diferencias

relacionadas con la calidad de las fibras que no pudieron ser verificadas.

Recomendaciones

Los resultados sugirieron que la combinacién de células mesenquimales con gel de lisado plaquetario presenté mejores resulta-
dos de eficacia en la cicatrizacion de heridas, seguida por el gel de lisado plaquetario utilizado de forma aislada. Ambos tratamientos

deben continuar siendo investigados como alternativas terapéuticas para ayudar a pacientes con heridas de dificil cicatrizacion.

CONCLUSION

Las células madre mesenquimales derivadas de médula 6sea humana producidas bajo condiciones de BPM fueron
seguras cuando se aplicaron tépicamente sobre heridas en ratones, sin eventos adversos mds alld de los efectos secundarios
esperados del modelo de herida seleccionado. Los resultados sugirieron que la combinacién de células mesenquimales
con gel de lisado plaquetario presenté mejores resultados de eficacia en la cicatrizacién de heridas, seguida por el gel de
lisado plaquetario utilizado de forma aislada. Ambos tratamientos deben continuar siendo investigados como alternativas

terapéuticas para ayudar a pacientes con heridas de dificil cicatrizacion.
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