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Uso de matrices biodegradables enriquecidas con PRP, para restitucién inmediata de volumen y regeneracion tisular

RESUMEN

Introduccion

Diferentes biopolimeros, especialmente aquellos presentados en forma de
hidrogel han sido estudiados en el campo de la ciencia biomédica por su
aplicabilidad como agentes para restitucion inmediata de volumen tras exéresis
de tejidos, vehiculos para entrega de moléculas bioactivas y como estructura
tridimensional promotora de la regeneracion tisular.

Se plantea este ensayo clinico a fin de determinar la utilidad de la matriz
estructural biodegradable (ME, en tramite de licencia de patente) enriquecida

con fibrina y/o PRP para restitucion de volumen y regeneracion tisular.

Material y Métodos

El estudio se desarrollara en dos fases relacionadas entre si. La primera, in
vitro, consistird en la evaluacién y la eleccién de la ME cuyas propiedades
fisico-quimicas mejor se adapten al objetivo del estudio.

La segunda fase, in vivo, consiste en un estudio experimental con un total de
27 ratas, que se dividiran en tres grupos. Un grupo recibird un implante de PRP
solo, otro de ME + PRP y el ultimo de ME + fibrina. Estudio a los 7, 14, 21y 90
dias mediante TAC con angiografia para observar angiogénesis periprotésica;
fluorescencia y luminiscencia para monitorizar la biodistribucion del implante y
la inflamacién respectivamente. Asimismo estudio histologico a los 90 dias de

la zona de implantacion del material.
Resultados Preliminares

Tras evaluacié macroscopica se opta por una matriz porosa liofilizada con alto

potencial de absorcion y la facilidad por simple imbibicion.

En 20 minutos la esponja se consigue la rehidratacion tanto en PRP como en
agua; se observa una textura gelatinosa, adoptando en el caso del PRP el color

amarillo caracteristico.
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Abreviaturas

- ME: Matriz estructural.

- PRP: Plasma rico en plaquetas.

- PVA: alcohol polivinilico.

- SDS-PAGE: electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato
sodico

- GAG: glicosaminoglicanos.

- ROS: especies reactivas de oxigeno.
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1. INTRODUCCION

La cirugia Plastica y Reparadora se ocupa de la correccién quirdrgica de
todo proceso congénito, adquirido, tumoral o simplemente involutivo que
requiera reparacion o reposicion de estructuras superficiales que afecten a la

forma y funcién corporal *.

Para tal fin se utilizan diferentes técnicas quirargicas basadas en la
movilizacion y transplantes de tejidos y la utilizacion de implantes de material
inerte. Entre las mas utilizadas se destacan los injertos de piel y grasa, la
expansion tisular, los colgajos locales y libres y el uso de protesis
biocompatibles. 2

El uso de tejidos propios del paciente descarta la posibilidad de rechazos
por incompatibilidad y reacciones a cuerpo extrafio, pero, en menor 0 mayor
medida, producirdn un defecto o déficit secundario en la zona de obtencion de
dicho tejido.

Los avances quirargicos en las Ultimas décadas han sido capaces de
minimizar estos defectos secundarios, pero no de eliminarlos, por lo que el
suefio de todo cirujano reconstructivo contintia siendo el desarrollo de tejidos
0 materiales biocompatibles, capaces de sustituir o reparar las estructuras
primarias afectadas.

La posibilidad de reparar o reemplazar tejidos dafiados, mediante la
formacion de sustitutos biolégicos (ingenieria de tejidos), es un campo
relativamente nuevo y en continua expansion.®

La ingeneria de tejidos aplica los conocimientos de la bioingenieria, quimica,
fisica y biologia, para resolver problemas clinicos y quirdrgicos asociados a la
pérdida de tejidos o al fallo funcional de 6rganos. Se basa en el uso de células
vivas, o de sus componentes extracelulares, combinado con el desarrollo de
matrices estructurales que permitan y estimulen o favorezcan la reparacion o
restauracion de un érgano o tejido dafiado.*

La gran mayoria de las estructuras de soporte desarrolladas para
aplicaciones médicas en el campo de la Ingenieria de Tejidos estan
constituidas a partir de materiales poliméricos ( biopolimeros).
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Los biopolimeros, segun su origen, pueden ser naturales o sintéticos y de
acuerdo a su funcionalidad pueden clasificarse en permanentes o
degradables.®

El desarrollo de estas matrices estructurales, que van a utilizarse como
soporte para conseguir un crecimiento celular tridimiensional y aprovechar los
productos que las propias células generan para ir recomponiendo un
entramado celular, debe ajustarse a una serie de caracteristicas fisicas y
quimicas, de tal manera que se adapten a unas propiedades comunes: ser
biocompatibles, biodegradables, carecer de potencial carcinogénico, no ser
toxicos para el organismo y presentar tolerancia a la esterilizacidon previa a su
uso. %’

Deben contar con unas propiedades mecénicas en cuanto a permeabilidad,
elasticidad, plasticidad, estabilidad que permitan su produccion en diferentes
formas y se adapten a distintas estructuras. ®"®

Durante los afios 60 y 70, tuvo lugar la primera generacion de biomateriales.
En este periodo de tiempo, la meta era obtener materiales cuyas propiedades
fisicas se adaptaran lo mejor posible a las del tejido a reemplazar, y que
reaccionaran minimamente con el tejido circundante, es decir, materiales
inertes. A partir de los afios 80, surge una segunda generacion de
biomateriales. Esta vez, el objetivo era crear materiales que indujeran una
reaccion controlada por parte del tejido vivo, es decir, materiales bioactivos
como los vidrios bioactivos de silicio y la hidroxiapatita. Durante esta segunda
generacion, también tienen lugar los materiales bioabsorbibles, como los
polimeros biodegradables principalmente.®*0112

Actualmente nos encontramos en la tercera generaciéon de biomateriales. Los
materiales disefiados en esta generacion, buscan interactuar con el tejido de
forma especifica, mediante estimulos a nivel celular y molecular, y combinan
las propiedades de bioabsorbabilidad y bioactividad dentro del mismo
material.®01%12

Los hidrogeles son redes poliméricas tridimensionales, biocompatibles,
capaces de absorber liquidos (agua o fluidos corporales) sin disolverse y
liberarlos con el tiempo. Debido a sus caracteristicas constituyen materiales
con interesantes aplicaciones en medicina, tales como restituciéon de volumen

en pérdida o exéresis de tejidos, vehiculo para la liberacion de moléculas

4
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bioactivas o redes tridimensionales estructurales que pueden albergar células y
estimular la formacién de un tejido de interés. 134151617

Los hidrogeles se pueden obtener a partir de polimeros naturales, por
ejemplo, colageno, quitosan, fibrina y sintéticos, éxido de polietileno, &cido
poliacrilico, polivinil pirrolidona, alcohol polivinilico, por medio de procesos

fisicos y quimicos.®

Las propiedades biologicas determinan que el material sea disefiado para
no producir citotoxicidad ni dafio a los tejidos adyacentes. Ademas las
estructuras naturales que ya existen previamente en el organismo pueden
promover funciones celulares como adherencia, proliferacion, diferenciacion y

el desarrollo de tejido.***%*°

Las propiedades fisico-quimicas incluyen el mecanismo de formacién del gel,
el comportamiento de degradacién y las caracteristicas mecanicas como
elasticidad, compresion, viscosidad, relajacion y tension. Estas caracteristicas
estan determinadas por las propiedades intrinsecas de la cadena polimérica y

de polimerizacion o gelificacién conocido como “cross-linking”. *>%°

Los hidrogeles se estan utilizando ampliamente en medicina como
sistemas de suministro de medicamentos, apositos humedos, matrices para el
cultivo de células, lentes de contacto. *%

Ademas existen muchos ensayos clinicos con alentadores resultados donde
se utilizan en combinacion con proteinas y células madre en terapias de
regeneracion de tendones, piel, ligamentos y cartilago, regeneraciéon de nervios
del SNC, regeneracién de cuerdas vocales.?*2°

El alcohol polivinilico o polivinil alcohol (PVA) es un polimero hidrofilico,
estable durante largos periodos en diferentes condiciones de temperatura y
pH.27

Puede obtenerse por entrecruzamiento fisico, mediante ciclos de
congelamiento/descongelamiento o quimico, acetalizacion con dialdehidos,
para asi, de una manera sencilla, obtener hidrogeles con propiedades
adecuadas para su aplicacion en el area médica. Las caracteristicas del alcohol
polivinilico, su concentracion, la temperatura y los ciclos de
congelamiento/descongelamiento determinan las propiedades del hidrogel

obtenido. ¢’
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El fibrindbgeno y lafibrina juegan un papel importante en la coagulacion
sanguinea , la fibrindlisis, interacciones con la matriz celular, curacién de
heridas, inflamacion y angiogénesis. La contribucion de la fibrina para estos
procesos depende no sélo de sus propias caracteristicas, sino también de las
interacciones especificas entre los sitios de union de la fibrina con pro-
enzimas, factores de coagulacién, enzimas inhibidoras y la células

receptoras.*°

La fibrina ha sido aprobada por la FDA para su uso clinico como agente

hemostético y adhesivo.

La utilizacion como sellante se encuentra indicada en casi todas las
especialidades quirurgicas donde se requiera actividad hemostéatica,

sellado de cavidades y adhesion de tejidos.

La primera utilidad como adhesivo fue para reparacion de nervios
periféricos. Desde entonces su empleo se ha extendido a multiples
campos de la cirugia. Muchos estudios describen su utilizacion en
reparacion de defectos osteocondrales, para fijaciobn de injertos y
como potenciador 6seo actuando como agente osteoconductor vy

osteoinductor. 2°31

Los adhesivos de fibrina se han utilizado en una variedad de entornos
clinicos para promover la cicatrizaciéon de una herida. Al igual que con los
modelos animales, la utilidad de de estos adhesivos varia con el contexto
clinico. En algunas situaciones, tales como exéresis de linfangioma quistico,
cirugia endoscoépica de los senos maxilares o reparacion de desgarros
meniscales los adhesivos de fibrina parecen promover una mejora sustancial
sobre los procedimientos quirdrgicos tradicionales.®. Sin embargo, no se
obtienen buenos resultados en reduccion de produccion de seroma después de
una mastectomia radical y / o diseccibn de los ganglios linfaticos, en

comparacion con los resultados en modelos animales.®*3*

El Plasma Rico en Plaquetas (PRP) o Plasma Rico en Factores de
Crecimiento, es una suspension concentrada de la sangre centrifugada que

contiene elevados niveles de trombocitos, los que a su vez contienen cierto
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namero de factores de crecimiento. Estos son proteinas que desempefian un
papel esencial en la migracion, diferenciacion y proliferacion celular.

Los factores de crecimiento tienen un elevado coste econdmico y son
necesarias dosis repetidas para conseguir un efecto terapéutico clinicamente
evidente.®*® Por este motivo, la hipétesis de trabajo que ha conducido al
desarrollo del PRP es que en un producto con mayor concentracion de
plaquetas, los niveles de factor de crecimiento aumentarian en relacién lineal
con el nimero de plaquetas.®®

A partir de un concentrado de plaquetas (PRP) que se activa por la adicion
de un activador de la cascada de coagulacién, como ser el excéso del i6n
calcio (cloruro calcico), la trombina, o la baxotrombina, entre otros, se obtiene
como resultado la formacion de una substancia gelatinosa conocida como gel
de plaquetas.

De este modo se utilizan las plaquetas como fuente exégena de factores de
crecimiento que, en algunos casos, refuerzan las concentraciones ya existentes
en el tejido a aplicar y en otros actlan en concierto con éstos, estimulando la
actividad celular.

Actualmente el gel de plaquetas se utiliza ampliamente en cirugia dental y
oral-maxilo-facial, sobre todo en implantologia y regeneraciéon ésea. 3%
También se ha aplicado para favorecer la granulacion y epitelizacion heridas
crénicas, Ulceras y tejidos blandos. *° Se ha descrito también su utilidad en
cirurgia plastica facial como adyuvante en el proceso de cicatrizacion,
incremento de los procesos de reparacion tisular de tejidos blandos y 0seos,
disminucién de las tasas de infeccion postoperatoria, del dolor y de las pérdidas
hemaéticas.****

En los ultimos afos se puso en marcha en el Hospital Universitario Germans
Trias | Pujol (HUGTIP) una linea de investigacion sobre el uso del gel de
plaquetas para restitucién inmediata de volumen y regeneracion de tejido tras
tumorectomia en cirugia de cancer de mama. Los resultados iniciales son
alentadores, sin embargo, un porcentaje significativo de pacientes presentan
una marcada pérdida del volimen inicial conseguido debido a la reabsorcion

del gel de plaquetas.
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Teniendo en cuenta las caracteristicas de soporte estructural y liberacion
progresiva y gradual de sustancias por parte de los hidrogeles, la accion de la
fibrina en el proceso de hemostasia y activador del proceso de cicatrizacién y la
capacidad del gel de plaquetas para la restitucion de volimen y regeneracién
tisular, se disefid un ensayo clinico a fin de determinar la utilidad de la
combinacion de una matriz estructural con fibrina y/o PRP para la restitucion de

volimen y regeneracion tisular subcutanea en animales de experimentacion.
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2. HIPOTESIS DE TRABAJO

El uso de una matriz estructural (ME) biocompatible enriquecida con una
molécula bioactiva (fibrina o PRP), permitiria una restitucion inmediata de

volumen en caso de exéresis de tejidos subcutaneos e iniciaria el proceso de

regeneracion tisular en la zona aplicada.
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3. OBJETIVOS DEL TRABAJO

3.1. OBJETIVO PRIMARIO

Comprobar si la utilizacién de una matriz estructural enrigquecida con
PRP o fibrina permite una restitucion de volimen inmediata y estable en

el tiempo, asi como la regeneracion tisular en la zona aplicada.

3.2. OBJETIVOS SECUNDARIOS

- Seleccién del implante adecuado a partir de los resultados obtenidos

in vitro para a posteriori evaluar su comportamiento in vivo.

- Evaluar mediante pruebas fisico-quimicas la ME candidata a

implante.

- Evaluar mediante cultivo celular el comportamiento y la interaccion

entre célula-ME.

- Monitorizacién de la inflamacion aguda y crénica desencadenada por
la ME.

- Evaluacién de la biodistribucién del implante, asi como la posible

toxicidad del producto.
- Evaluacién de angiogénesis periprotésica.
- Comprobar la evolucion temporal y estructural del volumen restituido.

- Determinar la presencia y grado de regeneracion tisular en la zona

aplicada.
- Evaluacién macroscopica del implante postextraccion.

- Determinar el nivel de reabsorcion de la ME — Fibrina./ ME-PRP

10
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4. MATERIAL Y METODOS

El estudio se desarrollara en dos fases relacionadas entre si.

La primera fase, in vitro, consistira en la evaluacion y la eleccién de la ME
cuyas propiedades fisico-quimicas mejor se adapten al objetivo del estudio.

La ME ser& proporcionada por el laboratorio BB y actualmente se encuentra en
trAmite de licencia de patente, por lo que no esta permitido aportar mayores
datos sobre su composicion.

La segunda fase, in vivo, se dividira de la siguiente manera:

- Estudio experimental preliminarcon un reducido niumero de animales
a fin de obtener resultados macroscopicos e histoldégicos que
justifiquen la continuidad del estudio a mayor escala.

- Estudio expermental in vivo al completo, siguiendo los objetivos
plantaeados para el mismo.

4.1 Primera Fase. Ensayos in vitro
4.1.1 Evaluacion preliminar

Estudio y analisis macroscopico de la ME que difieren en su concentracion,
presentacion o combinacion con otros biopolimeros. El grupo de investigacion
implicado en el estudio las evaluara y decidird las matrices que por su
idoneidad como implante merecen ser estudiadas in vitro para evaluar en mas

profundidad sus propiedades.

4.1.2 Ensayos fisico-quimicos

Porosidad de la matriz. La porosidad de la matriz ser4 medida con microscopia
electrénica de barrido. Dependiendo del tipo de matriz, sera de interés estudiar
sus propiedades como conductor tisular. Para permitir la migracién de células
(fibroblastos, células endoteliales, etc.) a través de ella, los poros deben ser
sustancialmente mas grandes que el tamafio medio de las células que

participan activamente en la regeneracion del tejido.

11
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B) Degradacion de la matriz. Se mide la degradacion fisica de la matriz en un
buffer fisioldgico a 37°C en agitacion. Asimismo, si aplica, se ensayara la

biodegradacion in vitro y ex vivo.

4.1.3 Estudio de las propiedades bioldgicas in vitro

A) Absorcion de proteinas séricas a la matriz. Analisis de las proteinas
mediante electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sédico
(SDS-PAGE)

B) Cultivo celular: Cultivo de fibroblastos NIH3T3 sobre la matriz y analisis de
la proliferacion, viabilidad, adhesion e invasion celular asi como histologia
(hematoxilina/ eosina) y analisis bioquimico de la produccion de colageno

y glicosaminoglicanos (GAG).

4.2 Segunda Fase: Estudio experimental in vivo.

4.2.1. Lugar y personal.

Se realizara en el estabulario del Centro de experimentacion animal de la
Fundacién Instituto de Investigacion en Ciencias de la Salud Germans Trias |
Pujol por parte del equipo de investigacion que realiza este ensayo. Se cuenta
con la colaboracion de los técnicos del estabulario expertos en mantenimiento y
trato de los animales de experimentaciéon y de la unidad de imagen in vivo del
CEA.

. 4.2.2 Animales de experimentaciéon y condiciones de estabulacion

Para el estudio in vivo se utilizaran ratas de la cepa hembras desnudas
atimicas obtenidas de Charles River Laboratorios, machos, adultos de 6
semanas de edad y con un peso corporal medio de 215-225 g.

Durante el estudio los animales se mantendran bajo condiciones de
estabulacion convencional cumpliendo criterios de bienestar animal. A
temperatura ambiental de 21+ 2°C con humedad relativa del 70% y ciclo de
luz/oscuridad de 12h. Las ratas se alimentaran ad libitum con una dieta

especial libre alfalfa Teklad Global Rodent Diet de Harlan, para eliminar el

12
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background presentado por este ingrediente al realizar imagen de
fluorescencia.

Los animales permaneceran estabulados entre 5-7 dias posteriores a su
llegada para acondicionarlos al nuevo ambiente antes de su utilizacion en el

estudio.

4.2.3 Quirdfanos
El quiréfano donde se realizaran las intervenciones quirtrgicas siguen las
normas higiénicas adecuadas antes y durante las intervenciones. Consta de los
aparatos de induccion anestésica, respirador y material fungible que sera

utilizado durante las cirugias.

4.2.4 Fibrina

Se utilizara un adhesivo de fibrina de dos componentes. Se presenta en dos
soluciones (proteina sellante y trombina) congeladas en jeringas precargadas y
puede quedar listo para su uso en 20 -30 minutos si se descongela a una
temperatura no superior a 37°C. Al mezclar la Soluciéon de Proteina Sellante
(Humana) y la Solucion de Trombina (Humana) el fibrinbgeno soluble se
transforma en fibrina, formando una masa parecida a la silicona.

Dicha mezcla se realizara en un recipiente de porcelano que contenga una
muestra de la ME de manera tal que se produzca una imbibicion de la ME con

la fibrina para su posterior implantacion

4.2.5 PRP

Se obtendrd una dosis de plaguetas mediante un procéso de
plaguetoféresis, que sera suministrado por el servicio de hematologia del
HUGTIP. Para la realizacion de la plaquetoféresis se utilizara el separador
celular MCS+ de Haemonetics™. La preparacion del gel plaquetas se realizara
en quirdfano, agregando cloruro calcico al concentrado de plaquetas, en una
proporcion del 10%. Dicha preparacion se efectuard en un recipiente de
porcelana que contenga en su interior una muestra de la ME, de manera tal

que se produzca una imbibicién del PRP en ME para su posterior implantacion.

13
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4.2.6 Justificacion del proyecto
El estudio animal esta justificado debido a la necesidad de constatar el
comportamiento estructural y los cambios tisulares producidos tras la
implantacion del biomaterial en un organismo vivo para a posteriori poder
realizar translacion a la préactica clinica con pacientes.
Siguiendo los criterios de las tres “R” de Russell y Burch utilizaremos el
minimo nimero de animales gracias a los estudios de seguimiento por imagen
que nos permitiran reducir el nimero de sacrificios y realizar un estudio

longitudinal

4.2.7 Procedimiento quirdrgico

La intervencion quirargica se realiza bajo anestesia general con sistema de
anestesia de isoflurano en combinacién con oxigeno y tiene una duracion de
aproximadamente 20 minutos.

Se induce la anestesia al 4% de isoflurano y 1,5L/min oxigeno mediante
camara de induccion.

Una vez adormecida la rata se traspasa al respirador y se mantiene entre el
1,5-2% de isoflurano y 1,5L/min de oxigeno. No se empezara ningun
procedimiento hasta asegurar que el animal se encuentra sin reflejo, totalmente
dormido y que no siente dolor.

Lograda la anestesia del animal y en condiciones de correcta higiene del
espacio, material y personal, se coloca en decubito supino, se depila el animal
y se esteriliza el area donde se practicara la cirugia.

Se realizara una incision mediana a nivel abdominal, diseccion subcutanea
paramediana a fin de crear un bolsillo y colocacién de implante. Se procede al
Cierre cutaneo con seda 3/0 y a la administracion de analgesia Meloxicam 5
mg/mL mediante inyeccion intraperitoneal antes de despertar al animal y
devolverlo a una jaula individualizada con suficiente agua y comida .Se

monitorizaréa la vuelta a la conciencia del animal.

4.2.8 Seguimiento postoperatorio
El postoperatorio serd diario donde se monitorizardn signos de estres o

disconfort, observacion del sitio de incisién en busca de infeccion, inflamacion o
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dehiscencia de los puntos. Se tomaran acciones al respecto si se encuentra
alguno de estos casos, se valorara el sufrimiento y si se considera necesario se

procedera a la eutanasia del animal (Tabla 2)

4.2.9 Reintervencion quirdrgicay eutanasia.
El dia de la reintervencion se procedera a la extraccion de una biopsia de
tejido en la zona del implante, bajo anestesia general y en las mismas
condiciones descritas en el protocolo quirdrgico.

Para finalizar se practicara la eutanasia a punto final mediante anestesia
inhalada (isoflurano 5%+ Oxigeno 1L/min) y una vez el animal esta bien
adormecido se procedera a la decapitacion por guillotina.

Se procederd como primer medida al andlisis macroscépico de las
caracteristicas del implante post- extraccion conjuntamente con su degradacién
ex vivo.

Se tomara muestras de biopsias de tejido las cuales seran analizadas por el
servicio de anatomia patolégica del hospital para evaluar la regeneracién

tisular.

5. PLAN DE TRABAJO

5.1 Estudio in vivo preliminar.

En esta fase se procederd a la implantacion de la muestra de PVA
seleccionada en la fase in-vitro, en tres animales de experimentacion. Estos se
mantendran bajo seguimiento de tres semanas, posterior sacrificio y
evaluacion de los resultados macroscopicos e histologicos.

De esta manera si los resultados no son los esperados se dara por finalizado
el proyecto y se evitard el sacrificio innecesario de mas animales de
experimentacion. En caso de obtener resultados satisfactorios, se procedera a
la continuacion del estudio, extendiendo el mismo segun se detalla a
continuacion.

Criterios finalizacion del estudio:
- Reabsorcion completa de la ME + PRP y ausencia de neoformacién

de tejido.
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- Complicaciones que involucren el bienestar de la rata: sufrimiento,

intoxicacion, muerte.

5.2 Desarrollo del Estudio experimental in vivo completo.
La duracion total del estudio sera de 3 meses para comprobar la estabilidad
del biomaterial durante largos periodos de implantacién. El estudio piloto mas

el estudio experimental comportaran la utilizaciéon de un total de 27 ratas.

Grupos experimentales

Se utilizardn 27 ratas que se dividiran en tres grupos. Un grupo recibird un
implante de PRP solo, otro de ME + PRP y el ultimo de ME + fibrina.
Se randomizard el estudio numerando los subtipos de implantes y se asignaran
aleatoriamente a un numero de rata.
- Grupo A (control): implante subcutaneo de PRP.
- Grupo B: implante subcutanea de ME + fibrina.
- Grupo C: implante de ME + PRP
Estos tres grupos se subdiviran a su vez en 4 subgrupos segun el dia de
reintervencion. Esta subdivision se realiza segun el tiempo de evolucién desde
la colocacion del implante a fin de poder observar los cambios histolégicos
producidos en la zona del implante, la degradacion del implante y inflamacién

de acuerdo a los objetivos planteados en este ensayo. (Tabla 1)

- Subgrupo 1. 7 dias. Ratas 1, 2, 3, 13, 14, 15

- Subgrupo 2. 14 dias. Ratas 4, 5, 6, 16, 17, 18

- Subgrupo 3. 30 dias. Ratas 7, 8, 9, 19, 20, 21

- Subgrupo 4. 90 dias. Ratas 10, 11, 12, 22, 23, 24
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Tabla 1. Distribucion esquematica de grupos, subgrupos, ratas y dia de

intervencion de las mismas

6. RECOGIDA DE DATOS

6.1Datos clinicos

Desde el momento de la intervencion los animales se evaluaran segun el
protocolo de supervision (Tabla 2) basado en las recomendaciones del Comité
de Etica de la Fundacion Instituto de investigacion en Ciencias de la Salut
Germans Trias | Pujol y aprobado por el comité de Etica en experimentacion
animal de la Direccion General de Medio Ambiente del Departamento de Medio
Ambiente y Habitaje de la Generalitat de Cataluiia.

Los datos son recogidos en forma de variables cuantitativas discretas con
un valor de 0 a 3 para evaluar cada parametro y una escala total al sumarlos
de 0 a 10. Si se obtiene un 3 en mas de un concepto, todos estos pasan a

puntuarse como 4.Los valores considerados esperables o dentro de la
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normalidad en un postoperatorio abdominal son entre 0 y 4, en estos casos se
les administra analgesia pautada diluida en agua de su bebedor, Meloxicam en
dilucion de 1 mg/kg.

En los casos que el dolor sea de severidad intermedia ( valores entre 5-7)
se aplicard un segundo analgésico al animal, Buprenorfina a 0.05 — 0.1 mg/kg
por via subcutanea cada 12 hs hasta la mejora de estado del animal.
Combinando los dos analgésicos se potencian los efectos y se evitan dosis

toxicas de los mismos.

En los animales con resultados de 7 o mas se realizara la eutanasia a fin
de evitar el sufrimiento del animal. Los datos se recogen como si fuera el dia
final del programa. En cualquier caso e independientemente de la puntuacién
total obtenida, cualquier animal con mutilaciones, comatoso o con indicadores

de sufrimiento grave serd inmediatamente sacrificado.

Observacion de la rata Conducta Complicaciones

postoperatorias

Automutilaciones o vocalizaciones

Muy comatosa o agresiva

extrafias
Si Si Si
No No 0 No 0
Aspecto Peso Escala de severidad
Normal 0 Normal 0 Baja <5
Pelaje en mal estado 1 Pérdida < 10% 1 Intermedia 5-10
Secreciones oculo-nasales 2 Pérdida 10-20% 2 Alta >10
Postura anormal 3 Pérdida > 20% 3

Tabla Nro 2. Protocolo de supervision de bienestar animal.

6.2. Datos Analiticos

Se procedera a realizar estudios de imagen por TAC con angiografia para

observar angiogénesis periprotésica,

fluorescencia y

luminiscencia para

monitorizar la biodistribucién del implante y la inflamacion respectivamente.
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6.2.1 Fluorescencia

A fin de evaluar la biodistribucion del implante de PVA y de la biomolécula
se marcaran los 2 componentes con moléculas fluorescentes que emiten en
canales NIR (infrarrojo cercano) diferentes, 800nm y 680 nm.

Las moléculas que emiten en el infrarrojo cercano presentan mayor
sensibilidad debido a que en esta franja espectral el tejido propio presenta
autofluorescencia mucho menor que a otras longitudes de onda.

Se realizaran imagenes a distintos tiempos’(7, 14, 21 y 90 dias) y se
cuantificar la fluorescencia para mesurar la estabilidad del hidrogel durante el
periodo de implantacién in vivo.

En el caso de la biomolécula, el fluoréforo servira de trazador para
comprobar su comportamiento y su desaparicibn o estabilidad dentro del
hidrogel. Este estudio se realizara con el detector de Fluorescencia Pearl
imager de LI-COR Biosciences y se utilizara anestesia inhalada isoflurano 1,5-
2% en combinacion con oxigeno 1 L/min para la realizacién de las imagenes.
Los fluor6foros empleados estdn aprobados para su uso en animales de

experimentacion.

6.2.2 Bioluminiscencia

El seguimiento de la inflamacion in vivo se realizard mediante la
administracion IP de la sonda L-012 derivado del Iluminol por
guimioluminiscencia para monitorizar especies reactivas de oxigeno (ROS)
formadas por fagocitos como los neutréfilos del Sl que contienen la enzima
MPO. En condiciones fisiolégicas encontramos cierto background, es decir
niveles bajos de ROS generados por células que juegan un papel importante
en la sefalizacion celular y el mantenimiento de la homedstasis vascular. En
cambio, en condiciones de inflamacién los niveles de produccién de ROS se
elevan considerablemente como parte del mecanismo de defensa innata. Esta
sonda nos permitirh mesurar a diferentes tiempos dos niveles de inflamacion la
aguda y la cronica. La sonda esta aprobada para su uso en animales de
experimentacion.

Las determinaciones se realizaran con Xenogen IVIS lumina Il de Calliper,

detector de BLI y Fluorescencia. Los animales estaran anestesiados en todo
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momento ya que el equipo cuenta con sistema de anestesia propio de
isoflurano y oxigeno. Se realizara la cuantificaciéon de los fotones mediante el
software del aparato y este dato nos dard informacion para comparar los

grupos a estudio y controles.

6.2.3 TAC

Toma de imagenes con microtomédgrafo TAC preclinico Skyscan 1076.
Incorpora el uso de shutter y filtros de Al 0,5mm y Al Imm como protectores de
la radiacion en el animal. EI TAC incorpora equipo de anestesia isoflurano y
oxigeno.
Evaluacion de la angiogénesis periprotésica mediante administraciéon de
contraste y angioTAC.

Se procederd al abordaje de la arteria iliaca, canulacion y administracion de
contraste intravenoso mediante bomba de infusion y se realizara la adquisicion
de imagenes de rayos X para posteriormente obtener reconstrucciones

anatémicas seriadas mediante software.

6.3 DATOS HISTOLOGICOS

El segmento a analizar histolégicamente incluird un centimetro de margen
alrededor de la zona de implantacion del material. En el momento de la
extraccion las piezas seran colocadas sobre una superficie plana, fijadas con
agujas para evitar su retraccion e introducidas en formol al 10%. EIl
procesamiento y estudio de las muestras estard a cargo de Técnicos y
especialistas en Anatomia Patolégica del Hospital GermansTrias | Pujol.

La muestra sera incluida en parafina y cortada. De los bloques obtenidos se
realizaran secciones de 5 micrometros mediante un micrétomo de hoja movil.
Se utilizaran tinciones de hematoxilina-eosina y Tricromico de Masson.

Como indican los objetivos de nuestro, el estudio anatomo-patolégico evaluara
los cambios histologicos producidos alrededor del implante y la presencia de
crecimiento de nuevo tejido entre la estructura del implante.

Para el estudio de la reaccion inflamatoria de los tejidos circundantes al
implante, fibrosis, neovascularizacién e infiltracion de grasa, se utilizara el

Anexo E de la normativa ISO 10993 6:2007 que basada en la bibliografia da
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ejemplos de tablas para clasificar la reaccion biolégica local de los tejidos. Los
datos se recojen en forma de variables cuantitativas discretas segun la

cantidad de células por campo.

7. ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS
Los resultados se analizaran mediante SPSS.
Se realizaran pruebas paramétricas y no paramétricas, tomando un nivel de

significacion del 5%
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8. RESULTADOS PRELIMINARES Y DISCUSION
Primera Fase. Ensayos in vitro.
Presentacion y seleccién de la ME.

Como primera medida el personal a cargo de la investigacion procedi6 a la
inspeccion macroscopica de las ME aportadas por el laboratorio, a fin de
seleccionar la mas idénea para la continuacion del estudio. Por razones de
proteccion de datos debido a tramites en la licencia de patentes, no esta
permitido la descripcion y composicion exacta de las mismas. Evidentemente
cumplen con las propiedades comunes y establecidas para los biomateriales:
biocompatibilidad, biodegradabilidad, ausencia de efectos toxicos.

Se aportaron dos tipos de matrices.
La matriz nro 1 presentada en forma de gel, de consistencia semielastica.
La matriz nro 2 presentada en forma de lamina porosa, liofilizada (Fig.1)

De acuerdo a los objetivos de este ensayo donde se plantea el uso de la ME
enriquecida con una molécula bioactiva, se consideré que la matriz porosa
liofilizada era la mas idonea debido a su alto potencial de absorcion y la
facilidad por simple imbibicion.

Se comprueba que es facil de cortar y de manejar y se decide hacer una
primera prueba embebiendo un fragmento con PRP y otro con agua.

En aproximadamente 20 minutos la esponja se ha rehidratado tanto en PRP
como en agua; presenta una textura gelatinosa y en el caso del PRP ha
adoptado el color amarillo caracteristico. (Fig. 2.)

Fig. 1. Matriz estructural liofilizada
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Fig. 2. Imbibicion de la ME en PRP. Se observa

Su aumento de volimen y aspecto gelatinoso.

Pensando en la utilizacion de la esponja en quir6fano, el tiempo de
rehidratacion deberia ser menor. Para facilitar la impregnacién y acelerar el
proceso, se sugiere aumentar el tamafio de los poros de la esponja.

En el momento de la implantacion, el gel de plaguetas debe estar bien
gelificado para evitar complicaciones (reabsorcion prematura, pérdidas)
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