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1. ASPECTOS PRELIMINARES

1.1 RESUMEN
INTRODUCCION

Una de las complicaciones de la Diabetes Mellitus es el pie diabético, en nuestra
unidad atendemos pacientes con pie diabetico y ulceras complejas que en determinados
casos requieren la amputacion del miembro afecto. A pesar de utilizar los tratamientos
de los que disponemos, en ocasiones tenemos que recurrir a terapias avanzadas como la
terapia celular: membrana amnidtica (MA). A la membrana amniotica se le atribuyen
diversas propiedades bioldgicas entre ellas: propiedades analgésicas, anti-microbianas y
anti-inflamatorias relacionadas con su capacidad para sintetizar y liberar sustancias que
incluyen citoquinas y moléculas de sefalizacion.

MATERIAL Y METODO

Se aplicd MA criopreservada a pacientes con ulceras complejas en pie diabetico
de mas de 8 semanas de evolucion desde Mayo de 2014 hasta Febrero de 2016. Se
incluyeron aquellos pacientes que tras ser informados, firmaron el consentimiento
informado. No se incluyeron pacientes con signos clinicos de infeccién ni proceso
neopléasico activo. La MA se aplicd semanalmente o cada diez dias sobre el lecho de la
herida.

RESULTADOS

Fueron tratados 14 pacientes de edades comprendidas entre 16 y 80 afios afectos
de polineuropatia, macro y microangiopatia diabética y deformaciones en los pies.
Todos los pacientes alcanzaron la epitelizacion. El tiempo medio de epitelizacion con
MA fue de 20 semanas (56-7) con una media de 12 membranas (4-40). No se
observaron acontecimientos adversos relacionados con la aplicacion de MA.

CONCLUSION

Nuestros resultados muestran que la MA es un tratamiento seguro y eficaz que
contribuye a la evolucion hacia la resolucién de estas ulceras y se puede utilizar con
seguridad después de que la Ulcera se ha estabilizado clinicamente y los signos de

infeccién han sido eliminados.

Palabras Clave: membrana amniotica, pie diabético, ulceras complejas, terapia

celular.



1.2 SUMMARY

INTRODUCTION

One of the complications of Diabetes Mellitus is the diabetic foot, in our unit we
healing patients with diabetic foot who present chronic ulcers and in certain cases
require amputation of the affected member. Despite using the treatments available,
sometimes we have to resort to advanced therapies such as cell therapy: amniotic
membrane (MA). The amniotic membrane is attributed biological properties including:
analgesic, antimicrobial and anti-inflammatory properties related to its ability to

synthesize and release substances including cytokines and signaling molecules.
MATERIAL AND METHOD

Cryopreserved MA was applied to patients with complex ulcers on diabetic foot for
more than 8 weeks of evolution from May 2014 to February 2016. Those patients who,
after being informed, signed the informed consent were included. We did not include
patients with clinical signs of infection or active neoplastic process. MA was applied

weekly or every ten days on the wound bed.

RESULTS

Fourteen patients aged between 16 and 80 years were treated with polyneuropathy,
macro and diabetic microangiopathy and deformities in the feet. All patients achieved
epithelialization. The mean time of epithelization with MA was 20 weeks (56-7) with a
mean of 12 membranes (4-40). There were no adverse events related to the application
of MA.

CONCLUSION
Our results show that MA is a safe and effective treatment that contributes to the
evolution towards resolution of these ulcers and can be used safely after the ulcer has

been clinically stabilized and signs of infection have been eliminated.

Key Words: amniotic membrane, diabetic foot, chronic ulcers, cell therapy.



2. ANALISIS DE LOS OBJETIVOS E HIPOTESIS

2.1 Justificacion

La prevalencia de la Diabetes Mellitus (DM) esta aumentando en todo el mundo;
en el afio 2025 se estima que 300 millones de personas tendran diabetes. El pie diabético
es una complicacién asociada a la DM, cuyo riesgo oscila entre el 15 y 25% de los
pacientes diabéticos’. Se trata de una patologia neuromusculo-esquelética progresiva de
etiopatogenia desconocida, cuyo factor predisponente es la neuropatia mixta cronica que
conduce a traumatismos internos y/o externos desencadenantes de ulceraciones a veces
agravadas por infecciones o isquemia arterial. Se estima que un 15% de los pacientes
diabéticos presentara una ulcera en el curso de su enfermedad. Su incidencia anual es
del 2-3% y del 7% en pacientes con neuropatia y su prevalencia del 2-10%?>.

En la actualidad, el tratamiento de las ulceraciones del pie diabético plantea
controversias, debido a que la cicatrizacion en estos pacientes se encuentra seriamente
dafiada como consecuencia de alteraciones inmunitarias locales y bioldgicas®. Asi, en la
practica clinica diaria se observa que algunas de estas Ulceras, una vez controlada la fase
infecciosa aguda, revascularizadas y con la descarga adecuada, se curan en un corto
periodo de dos o tres meses, mientras que en otros casos el proceso se alarga incluso
hasta afos.

Por la complejidad de los pacientes con los que nos encontramos, se hace
necesaria la utilizacion de diferentes tratamientos como: apositos hidrocoloides,
antimicrobianos, terapia de presion negativa topica (TPNT) y tratamientos con terapias
avanzadas como es la membrana amniética (MA) que es un tejido de especial
importancia como aposito bioldgico, con numerosas ventajas sobre otros apdsitos

bioldgicos y sintéticos ya que actia como una barrera especifica, reduce la pérdida de



calor, tiene buena adherencia, reduce la incidencia de infeccion, tiene efecto analgésico,
y no produce reacciones inmunoldgicas.

2.2 Objetivo principal

Evaluar la seguridad y eficacia de la aplicacion de la MA en ulceras crénicas en
pie diabético.

Variable principal de seguridad:

1. La presencia de acontecimientos adversos relacionados con la aplicacion
de MA: aparicion de cambios inflamatorios en la lesion o piel perilexional (tumoracion,
rubor, cambios inflamatorios)

Variables principales de eficacia:

1. Evaluar la disminucion del &rea de la Ulcera tras la aplicacion de MA.
2. Definir el aspecto macroscopico y caracteristicas de la tlcera.
3. Describir la evolucién temporal hasta la cicatrizacion total de la ulcera.

2.3  Objetivo secundario

1. Describir las caracteristicas de los pacientes con ulceras diabéticas.

2. Identificar los microorganismos presentes en dichas ulceras durante el
tratamiento con membrana amnidtica.

2.4 Hipotesis de trabajo

La hipdtesis de este estudio es que la aplicacion de membrana amniotica es un
tratamiento factible y seguro que favorece la epitelizacion de Glceras complejas de pie

diabético.



3. INTRODUCCION

3.1 DIABETES MELLITUS

La DM se define como un conjunto de metabdlopatias que tienen en comun
altos niveles de glucemia por déficit de insulinemia o alta resistencia celular a su efecto
o hiperproduccion de glucosa.

En el concepto de DM tenemos que tener presente que la duracion de la
hiperglucemia y su gravedad son los factores mas importantes en la aparicion a medio y
largo plazo de complicaciones de muy diversa indole. Aunque hay una afectacion de
todo el organismo, las manifestaciones clinicas mas evidentes son vasculares, de ellas
destacan las microangiopaticas: como oftalmopatia, nefropatia y polineuritis y las
macroangiopaticas: como la artropatia obstructiva cronica multisistémica y
multisegmentaria, afectacion cardiaca, cerebrobascular y del Sistema Nervioso Central
y Periférico con afectacion osteomuscular y presencia de ulceras e infecciones de partes
blandas®.

3.2 PIE DIABETICO

Entre las personas con diagnostico de diabetes mellitus, el riesgo de desarrollar
una Ulcera en el pie se estima en un 15%, la incidencia anual basada en la poblacion
oscila entre el 1,0% al 4,1% y la prevalencia oscila entre el 4% al 10%, lo que sugiere
que la incidencia de por vida puede ser tan alta como la enfermedad.

La enfermedad vascular periférica puede alcanzar hasta el 25% de los casos,
quienes tienen un riesgo 30 veces mayor de sufrir una amputacion®.

De todas las complicaciones diabéticas, el pie diabético es uno de los mas

devastadores y costosos®.



3.2.1 Definicion del sindrome del pie diabético (DFS)

La Organizacion Mundial de la Salud, lo define como " Ulceracién del pie (en
sentido distal desde el tobillo y que incluye el tobillo) asociado con la neuropatia y
diferentes grados de isquemia e infeccion™.

3.2.2 Fisiopatologia

El inicio de la alteraciéon clinica del pie diabético radica en el descontrol
metabdlico, cifras de hemoglobina glucosilada por encima de 6.5%, potencian la via de
incremento en el sorbitol intraneural por glucosilacion proteica no enzimaético
provocando una disminucion de mioinositol y ATPasa con la consecuente degeneracion
neuronal y el retardo en la velocidad de conduccién nerviosa; y por otro lado la misma
hiperglucemia sostenida provoca alteracion en la vasculatura endoneural disminuyendo
el flujo y consecuentemente ocasionando hipoxia neural, asi se genera el mecanismo
fisiopatoldgico inicial de la neuropatia, cuyo componente sensitivo motor en el pie
diabético va generando pérdida sensorial térmica, vibratoria y tactil, que hace
vulnerable el pie frente a traumatismos, apareciendo callosidades y deformaciones
Oseas.

La afectacion sensitiva suele ser asintomatica, produce inicialmente pérdida de
la sensacién de dolor y temperatura, y posteriormente de la percepcion de vibracion y la
sensibilidad superficial. La afectacion motora provoca atrofia y debilidad de los
masculos intrinsecos del pie, perdiéndose la funcion de estabilizacion de las
articulaciones metatarsofalangicas e interfalangicas, produciendo una contractura
dinamica de los flexores y extensores largos, provocando dedos en martillo y dedos en
garra, que conducen a la protrusion de las cabezas de los metatarsianos y a una

distribucion anormal de las cargas en el pie’.
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Figura 1. Mecanismo de produccion de la Glcera de Pie diabético. Tomada de Blanes, 2012

La neuropatia autondémica tiene su participacion en el pie diabético por los
siguientes factores: anhidrosis que por la sequedad ocasiona fisuras, apertura de
cortocircuitos arteriovenosos con desviaciones del flujo de los capilares nutricios
ocasionando déficit de aporte, pérdida de la vasoconstriccion postural que produce
edema, ademas, participando como responsable de la calcificacion de la capa media
arterial.

Simultdneamente, la glucosilacion engrosa el endotelio que conforma la capa
basal del capilar, dificultando el intercambio metabdlico celular. La interaccion de los
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mecanismos fisiopatoldgicos neuropaticos, microvasculares y macrovasculares forman
la placa de ateroma con la consecuente progresion de la misma y la aparicion precoz de
estenosis, que ocasiona reduccién del flujo y presién de perfusion e isquemia con las
caracteristicas de multisegmentaridad, bilateralidad y afeccion de troncos tibioperoneos.
Esquematizando, existen unos factores predisponentes, una neuropatia asociada en
mayor o menor grado a macro y microangiopatia, que provocan un pie vulnerable, de
alto riesgo; unos factores precipitantes o desencadenantes, generalmente un traumatismo
mecénico, que producen una ulcera o necrosis y unos factores agravantes que
determinan el prondstico de la extremidad, que son la infeccion, que provocara dafio
tisular extenso, la isquemia que retrasara la cicatrizacion y la neuropatia que evitara el
reconocimiento tanto de la lesién como del factor precipitante’.

3.3 TERAPIA CELULAR

3.3.1 Definicion de celulas madre (Stem Cells)

Las células madre se definen como células indiferenciadas con capacidad de
autorenovacion y potenciales de diferenciacion.

3.3.2 Tipos de células madre

Se han descrito dos tipos principales de células madre: Las células madre
pluripotentes (PSCs) y las células madre somaticas. Las células madre pluripotentes son
las Unicas células que pueden diferenciarse en todos los tipos de células del cuerpo e
incluyen células madre embrionarias (CES) y células madre pluripotentes inducidas
(iPSCs). Las células madre somaticas especificas de cada tejido dan lugar a tipos de
celulas especificas de 6rganos.

Las CES se establecieron por primera vez de la masa celular interna de los
blastocistos en un huevo o cigoto fertilizado de 7-9 dias. Estudios in vitro han

demostrado que las CES cultivadas tienen la capacidad de auto-renovacion y
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diferenciacion a multiples linajes. Las CES pueden diferenciarse en tipos de células que
incluyen las tres capas germinales, y estudios in vivo han demostrado que los CES
pueden formar teratomas cuando se inoculan en ratones inmunodeficientes®.

3.3.3 Clasificacion

Las células madre multipotentes pueden diferenciarse en muchos tipos de
células, pero dentro de un determinado linaje. Por ejemplo, las células madre
hematopoyéticas: Stem Cells Hematopoyeticas (HSC) se puede desarrollar en globulos
rojos, glébulos blancos y plaquetas.

Las células madre adultas, que existen en el organismo después del parto, son
multipotentes o unipotentes. La mayoria de las células madre adultas conocidas residen
en la médula dsea. Entre ellas, se encuentran las células madre multipotentes: HSC que
tienen la capacidad de regenerar todo el sistema hematopoyético y las células madre
mesenquimales (MSC), que pueden diferenciarse en hueso, condrocitos y células
adiposas”.

3.3.4 Células madre fetales y de tejidos extraembrionarios

Las células madre fetales se incluyen en la categoria de células madre adultas
para diferenciarlas de las células madre embrionarias. EI uso de CES plante6
controversias éticas que fueron impulsadas cuando se obtuvieron CES de primates, estas
objeciones fueron un obstaculo importante para muchas investigaciones'?.

Una fuente alternativa de Stem Cells (SC) fueron aisladas de tejido fetal
disponibles después del nacimiento recuperando membranas o células procedentes de la
placenta, del liquido amni6tico y de vellosidades coridnicas.

El tipo principal de SC aisladas de estas fuentes fueron células mesenquimales
ya que mostraban marcadores de superficie celular y morfologia similar a células

mesenquimales de otros tejidos**.
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Estas células presentaron un potencial de expansion superior a las SC derivadas
de tejido adulto y eran menos inmunogénicas ya que no expresaban el antigeno
leucocitario humano (HLA) tipo | de superficie'?. Las células madre mesenquimales
fetales (FMSCs) han sido muy bien documentadas por presentar capacidad adipogénica,
osteogénica y condrogénica, asi como diferenciacion en miocitos, células neuronales y
tejido endotelial.

Las estructuras derivados de la placenta (amnios y el corion) constituyen una
valiosa fuente de MSC. La capacidad de expandir SC de estas células esta relacionada
con la edad gestacional ya que las SC tienden a ser menos numerosas hacia el final del
embarazo. Pero incluso a finales del embarazo, su nimero y potencial de expansion se
mantiene significativamente mayor si se compara con las MSC de tejidos adultos. La
edad gestacional sin embargo no afecta a su potencial de diferenciacion.

3.4 CELULAS MADRE DE LA MEMBRANA AMNIOTICA

3.4.1 Origen y caracteristicas

La placenta es una estructura de origen materno-fetal, con una forma redonda, de
15 a 20 cm de didmetro y 2-3 cm de espesor. Tiene dos partes: una es la placa corionica
que estd formada por el amnios y el corion. En el otro lado, la Ilamada placa basal, que
esta formada por las deciduas (basal y parietal) **.

Las membranas fetales (amnios y corion) cubren la cavidad amnidtica donde se
encuentra el feto ofreciéndole un entorno seguro, donde puede crecer sin ser
distorsionado por la presién de estructuras vecinas.

La estructura de la membrana amnidtica tiene tres partes: una monocapa
epitelial, una membrana basal, y un estroma avascular.

La monocapa epitelial consiste en una sola capa de células que estan dispuestos

de manera uniforme sobre la membrana basal. Es la capa mas interna, y es también
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llamada epitelio amnidtico. Las células epiteliales amnioticas tienen funciones de
secrecion y de transporte. Este epitelio esta firmemente fijado a una membrana basal,
que a su vez esta conectado a un condensada capa acelular. Esta capa se compone de
colageno de los tipos I, 11, y VV *.Los vasos sanguineos o los nervios estan ausentes en la
membrana amnidtica.

La membrana basal se encuentra en todos los tejidos humanos y proporciona
apoyo para el feto durante la gestacion. Es similar a la de la conjuntiva en su
distribucion de colageno de tipo IV.

El principal esqueleto fibroso de la membrana amnidtica estd formado por la
capa compacta de estroma formada por células mesenquimales responsable de la
secrecion de diferentes tipos de coldgenos. Los tipos predominantes son los colagenos
intersticiales (Tipos | y I11) que forman haces paralelos para mantener la integridad
mecénica de la membrana. Las conexiones entre los coladgenos intersticiales y epiteliales
de la membrana basal se proporcionan por tipos de colagenos V y VI. La ultima capa
que se conoce como capa intermedia se encuentra adyacente a la membrana coriénica y

contiene una malla de coldgeno en su mayoria de tipo Il (figura 2).
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Figura 2. Representacion esquematica de la estructura de la membrana fetal a término.

3.4.2 Propiedades de la membrana amnioética

Propiedades biomecanicas

El espesor de la membrana se encuentra entre 0,02 y 0,5 milimetros e incluye
alrededor de 6-8 capas de células. La superficie media es de aproximadamente 1,600
centimetros cuadrados™. La membrana amniética tiene maltiples funciones metabélicas
como su papel en el transporte de agua y la produccion de péptidos bioactivos, factores
de crecimiento, y citoquinas.

Efecto analgésico y de barrera

La aplicacién de amnios a un lecho de la herida impide la desecacion y la
pérdida excesiva de liquidos y proporciona un analgésico efecto mediante la proteccion
de nervio expuesto™.

Promocion de la epitelizacion
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La membrana amnidtica facilita la migracion de las células epiteliales, refuerza
la adhesion celular, previene la apoptosis epitelial, y promueve la epitelizacion en la
curacion de heridas.

Su lamina basal sirve como base para el crecimiento de células epiteliales
proporcionando oxigenacion suficiente para la permeabilidad de las células epiteliales
en comparacion con otros materiales sintéticos™.

Inhibicién de la fibrosis

Los fibroblastos son naturalmente responsables de la formacion de cicatrices
durante la cicatrizacion de heridas y son activados por factor de crecimiento
transformante B. La membrana amnidtica reduce el riesgo de fibrosis por regulacién a la
baja del factor de crecimiento transformante B y su receptor expresion por los
fibroblastos. Por lo tanto, la membrana amniética modula la curacién de heridas
promoviendo la reconstruccion de los tejidos en lugar de promover la formacion de la
cicatriz en los tejidos"’.

Inhibicion de la inflamacion y la angiogenesis

El mecanismo exacto de las propiedades anti-inflamatorias de la membrana
amniotica no esta claro. Se plantea la hip6tesis de que disminuye la afluencia de células
inflamatorias a la zona de la herida y atrapa los linfocitos T cuando se aplica en una
herida in vivo. Las metaloproteinasas infiltradas en los neutréfilos y macréfagos son
eliminados por inhibidores de metaloproteinasas de la matriz que se encuentran en la
membrana amnidtica™.

Otras sustancias expresadas en la membrana amniotica son inhibidores de
elastasa de baja masa molecular, que tienen acciones antimicrobianas ademéas de sus
propiedades anti-inflamatorias.

La falta de inmunogenicidad
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La aparicion de rechazo agudo después de un trasplante de membrana amnioética
es negada por el hecho de que las células epiteliales amnidticas no expresan HLA-A,
antigenos HLA-B, HLA-D, y HLA-DR, pero expresa HLA-G en su superficie™®.

Propiedades antimicrobianas y antivirales

Las membranas amnidticas también tienen la capacidad de producir B-
defensinas con el tipo predominante presente en el epitelio amnidtico siendo [3-
defensinas®. Sus propiedades antivirales se exhiben por la presencia de la cistatina E.

Otro mecanismo de accion contra la infeccion por la membrana es a través de su
adhesion a la superficie de la herida. Esta adhesion previene la formacion de espacios
muertos y acumulacion de carga serosa. Ademas, el atrapamiento de bacterias y la
estimulacion de la migracion de los fagocitos también se producen por los filamentos de
fibrina formados durante la cicatrizacion de heridas.

Propiedad de diferenciacion celular

Los tejidos fetales de la placenta tienen el potencial de transformarse en
diferentes linajes celulares. Se considera que la membrana amniética puede mantener
potencial de células madre pluripotentes para la diferenciacién celular'.

3.4.3 Caracterizacion de la MA

Se han identificado células epiteliales amnidticas (hAEC) y Células
Mesenquimales Estromales de la MA (hAMSC) ambos tipos de células poseen
caracteristicas de células madre, como potencial de diferenciacion hacia linajes de
diferentes capas germinales, y propiedades inmunomoduladoras.

Los criterios minimos para la definicion de hAEC y hAMSC son los siguientes:

La formaciéon de unidades formadoras de colonias de fibroblastos, un patron

especifico de expresion del antigeno de superficie, y potencial de diferenciacion hacia
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uno o mas linajes, incluyendo: osteogenico, adipogénico, condrogenica, y vascular o
endotelial y origen fetal.

Las células hAECs parecen no expresar o expresar niveles muy bajos de
antigeno leucocitario humano (HLA) - A, B, D*.. Los marcadores de superficie que
estan ausentes en las hAEC incluyen SSEA-1, CD34, y CD133, mientras que otros
marcadores, tales como CD117 (c-kit) y CCR4 (receptor de quimioquinas CC), son ya
negativos o puede ser expresados en algunas células a niveles muy bajos. Aunque las
células iniciales aisladas expresan niveles muy bajos de CD90 (Thy-1), la expresion de
este antigeno aumenta rapidamente en cultivo®.

3.4.4 Aplicaciones clinicas MA

En 1910, Davis fue el primero en reportar el uso de membranas fetales como
material quirargico en la piel. En 1940 varios autores informaron del papel beneficioso
de la membrana amniética en el tratamiento de una variedad de afecciones de la
superficie ocular. Este tejido, también ha sido utilizado como un apdésito biol6gico para
la piel quemada, epidermiolisis bullosa?®, heridas en la piel y tlceras venosas*.

Cuando la cicatrizacion de las heridas con apdsitos o autoinjertos no es eficaz, la
MA constituye una de las alternativas eficaces pare este tratamiento. La membrana

amnidtica ha sido utilizada segun se muestra en la tabla 1.

NOMBRE COMERCIAL FORMA FARMACEUTICA
Epifix® Deshidratado
Purion® Deshidratado e irradiado, liofilizada
AmnioShield® Deshidratada y esterilizada
BioXclude ™ Deshidratada y esterilizada
AmnioFix® Inyectable (micronizado)
CLARIX®FLO Criopreservado
NEOX®FLO Criopreservado
AMNIOEXCEL® Deshidratada
PalinGen Flow® Fluido
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Tabla 1. Productos comerciales con MA y su forma farmaceutica.

4. MATERIAL Y METODO

4.1 Obtencion y procesamiento de la MA

La MA se obtuvo de donantes con embarazo controlado sometidas a una cesérea
electiva debido a motivos obstétricos. Con una analitica seronegativa para todas las
infecciones transmisibles como son HIV 1 y 2, HBV, HCV, HTLV, CMV, EBV,
toxoplasma y sifilis en el momento de la extraccion del tejido.

Previo a la extraccion de la MA todas las donantes firmaron un consentimiento
informado para la donacion de tejidos.

En el quiréfano y en condiciones estériles se extrajo la placenta que se depositd
en una mesa auxiliar sobre un pafio estéril, aqui, la membrana amnidtica fué
diseccionada separéndola de la membrana coriénica. Una vez diseccionada, se introdujo
en un frasco estéril que contenia 1000 ml de solucién salina con antibidticos [Soltrim®
48mg, Tobramicina® 50mg y Vancomicina® 50mg]. Desde el quir6fano fue
transportada a temperatura ambiente a la Unidad de Produccion Celular (UPC). Aqui, la
MA fué lavada tres veces con solucion salina para eliminar los restos de sangre y
corién. Fué fragmenta y cada fragmento se uni6 sobre una ap6sito (linitul®) mediante
una sutura de seda.

A continuacién, cada fragmento fue introducido en bolsas especiales para ser
criopreservado, afiadiendo una solucion de congelacion a base de albdmina humana al
20%, Medio TC-199 y 9% de dimetilsulfoxido DMSO.

Estos fragmentos fueron criopreservados a -196 °C hasta que se solicitd desde la
unidad para su aplicacion. Justo antes de su uso, la MA se descongeld a 37 °C, en un

bafio descongelador se lavd con solucion salina estéril bajo condiciones asépticas y se
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transporto a la Unidad de Heridas Complejas y Pie Diabético en un recipiente con la
temperatura controlada.

4.2 Seleccion de los pacientes

Fueron tratados pacientes con Ulceras cronicas de pie diabético con MA
criopreservada bajo un programa de uso compasivo en la Unidad de Heridas Complejas
y Pie Diabético del Hospital Clinico Universitario Virgen de la Arrixaca entre mayo de
2014 y febrero de 2017. Cada tratamiento individual fue aprobado por la Agencia
Espariola del Medicamento y Productos Sanitarios (AEMPS). El protocolo fue aprobado
por el comité de ética local y se obtuvo el consentimiento por escrito de todos los
pacientes.

Los criterios para la aplicacion de MA incluyeron la falta de progreso hacia la
epitelizacion, un minimo de 8 semanas de progreso insatisfactorio se considerd el limite
inferior para incluir a los pacientes en el programa de uso compasivo. Los criterios de
exclusion fueron enfermedad neoplésica activa o infeccién no controlada. EI nimero de
solicitudes de MA se baso en el juicio del médico y el tiempo entre las solicitudes de
MA fue de 7 a 14 dias en forma ambulatoria.

4.3 Procedimientos de estudio y tratamiento con MA

Una vez que un paciente fue considerado elegible para el tratamiento con MA y
firmé el consentimiento informado, se revis6 la hemoglobina glicosilada HbAlc mas
reciente previa al tratamiento, en todos los pacientes se realizé una exploracién vascular
midiendo el indice tobillo brazo (ITB) y una ecografia Doppler para valorar el estado
de las arterias, también se realiz6 una radiologia simple y una electromiografia para

evaluar la morfologia y la neuropatia del pie.
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En cada aplicacion se tomaron muestras de la herida para el analisis microbiologico. Estas fueron clasificadas usando la escala de

Wagner-Meggit. ANEXO 1. La historia clinica incluia la etiologia, la duracion de la herida, las comorbilidades, la descarga ortoprotésica y el

tratamiento previo (Tabla 2).

PACIENTES TPNT PRP CH ANTB/EQO REV HbA1c AMC T.TTO AREA PREVIA GRADO PIE
CA (meses) (cm?) WAGNER*

1 NO Sl Sl Sl Sl 6,40 NO 7 12 1l izquierdo
2 Sl NO Sl Sl NO 4,90 NO 2 19,7 1 derecho
3 Sl NO Sl Sl Sl 8,50 NO 36 3 1l derecho
4 Sl NO NO Sl NO 7,40 NO 48 8,5 1 derecho
5 S| NO NO S| S| 7,10 S| 7 35,8 [\ derecho
6 S| NO NO S| S| 6,70 NO 18 5,5 Il izquierdo
7 NO NO NO S| NO 9,50 S| 18 17,74 11 izquierdo
8 Sl NO NO Sl NO 6 NO 10 0,52 1 derecho
9 NO NO NO S| NO 10,20 Sl 7 7 Il izquierdo
10 NO NO NO Sl NO 9,50 NO 12 0,7 1] derecho
11 Sl NO NO Sl NO 6,90 NO 4 42,5 1] izquierdo
12 NO NO NO S| NO 5,50 NO 6 5,3 Il derecho
13 NO NO NO Sl Sl 8,80 NO 5 9 1l derecho
14 NO NO NO S| NO 4,80 NO 9 4,98 I izquierdo

Tabla 2. Caracteristicas de los pacientes tratados: Tratamientos empleados, tiempo de tratamiento previo, area previa de la Ulcera, caracteristicas y localizacion de

las lesiones.

TPNT: Terapia de Presién Negativa Tdpica, PRP: Plasma Rico en Plaquetas, CH: CAmara Hiperbarica, ANTB: Antibioterapia, EQO: Exéresis quirurgicas éseas, CA: Curas

Ambientales, REV: Revascularizacion, T.TTO: Tiempo de tratamiento, HbAlc: Hemoglobina glicosilada, AMC: Amputacidn del Miembro Contralateral.
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Antes y tras cada aplicacion de MA todas las heridas se fotografiaron a una
distancia de 20 cm. Las imagenes se midieron mediante el software Image J.

Para la preparacion del lecho de la ulcera se limpio el pie con una esponja
jabonosa y soluciéon salina. Cuando la superficie de la herida presentaba tejido
necrotico, se retiro mediante un desbridamiento cortante. Por altimo, el lecho de la
herida se irrig6 con solucién salina estéril y se tomo6 una muestra con un hisopo para el
analisis microbioldgico.

Una vez que la herida alcanzé una condicion Optima, procedimos a la aplicacion
de MA sobre el lecho de la ulcera cubriendo los bordes. A continuacion, la MA se
cubriéo con un apésito de vaselina estéril linitul®. Finalmente, se aplicaron gasas
estériles y sobre estas un vendaje de crepe. Para evitar la presion externa, los pacientes
siguieron usando sus dispositivos ortopédicos de descarga personalizados. Quedando
registrado en la historia clinica todos los datos referentes al procedimiento y aquellas
observaciones referentes a las caracteristicas que presentaban las heridas.

4.4 Evaluacion del tratamiento

Las visitas de seguimiento se realizaron de forma semanal hasta el cierre de la
herida. Se documentd, la apariencia de la herida, el area, la presencia, el grado de
granulacion, y el porcentaje de epitelizacion en cada visita. Se registraron los resultados
de los cultivos microbianos y los efectos adversos. Tras el cierre de las heridas, se
realizé un seguimiento al afio.

4.5 Resultados del estudio y andlisis de los datos:

Se realizd un estudio descriptivo en el que las variables numéricas se resumieron
como media, desviacion tipica, mediana, minimo y maximo y las variables cualitativas

con frecuencias y porcentajes.
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La aplicacion del contraste de hip6tesis en variables continuas, se valord
mediante el test de Kolmogorov-Smirnoff y las condiciones de homogeneidad de
varianzas mediante la prueba de Levene. En funcion de estos resultados, se aplico la
comparacion de medias de T-Student para dos factores 0 ANOVA para cuando hubo
mas de 2 factores, con aplicacion del test de Bonferroni para detectar diferencias entre
subgrupos. Para la comparacion de variables cualitativas aplicamos el test de la Chi-
Cuadrado y prueba exacta de Fisher.

Todos los resultados se consideraron significativos para un nivel alfa<0.05.Los
analisis se llevaron a cabo con el programa IBM SPSS Statistics v20 (SPSS Inc.,
Chicago, IL).

La fecha completa de cierre de la herida se establecié cuando las dimensiones de
la herida eran de 0 a 0.05. El tiempo hasta el cierre se midié como el nimero de dias
desde la primera aplicacién de MA hasta el cierre completo de la herida.

5 RESULTADOS

Fueron tratados 14 pacientes desde mayo de 2014 hasta febrero de 2017. Todos
los pacientes epitelizaron la ulcera tratada. No se observé ningun acontecimiento
adverso relacionado con la aplicacién de membrana amniotica. Durante el tratamiento
con MA se observé un lecho mas vitalizado y una reduccidn del tejido esfacelado.

Tras el seguimiento al afio de los pacientes, se observo una epitelizacion normal

(Figura 3).

23



Figura 3. Evolucion y seguimiento de la ulcera de un paciente tratado con MA.

El tiempo medio de epitelizacion con MA fue de 20 semanas (56-7) con una

media de 12 membranas (4-40).
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Figura 4. Disminucién del area, ritmo de epitelizacion en semanas y numero de membranas
amnioticas aplicadas.

Las caracteristicas de las ulceras se muestran en la tabla 3, durante el afio de
seguimiento tres pacientes recidivaron sus ulceras y otros tres desarrollaron nuevas

ulceras.
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Pacientes Ulcera inicial Durante la aplicacion MA Epitelizacion y seguimiento
1 Esfacelo fibrinoso, léarea | Esfacelo fibrinoso Epitelizacion normal
exhudativa, dolor ldolor
2 Exhudativa, larea |hipergranulacion Epitelizacion normal
hipergranulada
3 Borde hiperqueratosico, larea Hiperqueratosis generalizada,
biofilm en el lecho recidiva
4 Borde hiperqueratosico, larea, lecho mas vitalizado Epitelizacion normal, sin
biofilm, lecho cicatriz
desvitalizado
5 Escara necrosada, larea| Esfacelo fibrinoso Epitelizacion normal, sin
exposicion ésea, esfacelo cicatriz
fibrinoso
6 Esfacelo fibrinoso, larea| Esfacelo fibrinoso Hiperqueratosis, sin cicatriz,
exhudativa nuevas ulceras
7 Esfacelo fibrinoso, lecho | |area| Esfacelo fibrinoso, lecho Epitelizacion normal, sin
desvitalizado mas vitalizado cicatriz, nueva ulcera
8 Borde hiperqueratosico, larea, lecho mas vitalizado Epitelizacion normal, recidiva
lecho desvitalizado
9 Esfacelo fibrinoso, dolor | |area| Esfacelo fibrinoso, lecho Epitelizacion normal, sin
mas vitalizado, |dolor cicatriz, nueva ulcera
10 Borde hiperqueratosico, larea, lecho més vitalizado Epitelizacion normal, sin
biofilm, lecho cicatriz
desvitalizado
11 Hipergranulacion, lérea, |hipergranulacion, lecho Epitelizacion normal, sin
biofilm, lecho mas vitalizado, epitelizacion de cicatriz
desvitalizado los bordes
12 Esfacelo fibrinoso, borde larea | Esfacelo fibrinoso Epitelizacion normal, sin
macerado cicatriz, recidiva
13 Esfacelo fibrinoso larea Epitelizacion normal, sin
cicatriz
14 Esfacelo fibrinoso, borde larea Epitelizacion normal, sin
macerado, lecho cicatriz
desvitalizado

Tabla 3. Caracteristicas de las ulceras al inicio y tras la aplicacion de MA y seguimiento al afio.

Las caracteristicas de los pacientes se muestran en la tabla 4.

PACIENTES EDAD SEXO HTA p.m.Y1ipo | ITB AD oD PYM ND OAG
1 52 varon NO I 0,87 S S S NO
2 54 varon S Il 1 S| S S I
3 54 varén S Il 0,8 S SI SI I
4 47 varén S Il 11 NO SI NO I
5 65 varén S Il 0,9 S S S| NO
6 48 varon S Il 0,9 S S S NO
7 64 mujer S Il 0,4 S| S S I
8 16 mujer NO I 1 NO S| S| NO
9 80 mujer S| Il 0,8 S| S| S| I
10 62 varén S Il 1 S| S| S| NO
11 61 varon S Il 0,9 S S S NO
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12 72 varén Sl Il 0,5 Sl SI Sl Sl NO
13 60 varon Sl Il 1,15 Sl NO Sl Sl I
14 71 mujer Sl Il 1,27 Sl Sl Sl NO NO

Tabla 4. Pacientes y enfermedades asociadas

(1) Diabetes Mellitus

HTA: Hipertension Arterial, AD: Arteriopatia Diabética, OD: Oftalmopatia Diabética, P y M:

Polineuropatia y Metadiabetes, ND: Nefropatia Diabética, OAG: Obesidad Androide Grado, ITB:
indice Tobillo Brazo.

Los microorganismos presentes en las ulceras durante la aplicacion de MA se

representan en la figura 4.

50

35,7

35,7

21,4

35,7
28,6

14,3

Figura 4. Porcentaje de microorganismos presentes en las ulceras durante el tratamiento

con MA.

Tras enfrentar las variables, se establecid una relacion inversa entre el ITB y el

tiempo de epitelizacién (R*= -0.77, P< 0.01). Los demés calculos mostraron tendencias.
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6 DISCUSION Y COMENTARIOS

El resultado del tratamiento con MA fue el mismo: todos los pacientes dieron
lugar a la epitelizacion de la herida. EI hecho clinico mas significativo fue la reduccion
del area de la herida, aunque también se observd una disminucion del dolor, lo que
confirma las observaciones de otros grupos 2%,

En dos pacientes de nuestra serie que habian desarrollado hipergranulacion, la
MA disminuyd este exceso de granulacion después de solo dos aplicaciones. Poco se
sabe sobre la hipergranulacién en pacientes diabéticos?®. El efecto positivo de la MA
sobre las Ulceras hipergranuladas podria explicarse por las propiedades antiinflamatorias
de la membrana que actuarian como un agente regulador durante la inflamacion.

La observacion de las Ulceras del pie diabético, durante la aplicacion de MA,
muestra un lecho vascular de la herida mas vitalizado que es un indicador del
procedimiento correcto para la curacion. Tras la aplicacion de MA se observa una
disminucion del tejido esfacelado dato que podria deberse en algunos pacientes al
desbridamiento cortante antes de la aplicacion de MA. Tras enfrentar las variables
encontramos una correlacion inversa: a medida que descienden los valores de ITB,
aumenta el tiempo de epitelizacion. Dato que corrobora la importancia del buen flujo
sanguineo para la curacién de la herida.

El tratamiento con MA puede contribuir a la reduccion de la carga bacteriana de
dicha Ulcera ya que no nos encontramos con signos de infeccion en los pacientes. Esto
es coherente con las bien documentadas propiedades antibacterianas de la MA?.

Nuestros resultados muestran que la MA es eficaz y se puede utilizar con
seguridad después de que la Ulcera se ha estabilizado clinicamente y los signos de

infeccién se han eliminado.
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ANEXO |

ESCALA MEGGIT-WAGNER

GRADO

LESION

CARACTERISTICAS

Ninguna, pie de riesgo

Callos gruesos, cabezas de metatarsianos
prominentes, dedos en garra, deformidades 0seas

Ulceras superficiales

Destruccion del espesor total de la piel

Ulceras profundas

Penetra la piel grasa, ligamentos pero sin afectar
hueso, infectada

Ulcera profunda mas
absceso (osteomielitis)

Extensa y profunda, secrecion, mal olor

Gangrena limitada

Necrosis de una parte del pie o de los dedos, taldn
o planta

Gangrena extendida

Todo el pie afectado, efectos sistémicos
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HOJA DE REGISTRO DE PACIENTES

CRITERIOS DE INCLUSION

Sl

NO

Pacientes con Diabetes Mellitus tipo | y Il

Con Ulceras de 8 0o mas semanas de evolucién desfavorable

Pacientes mayores de 18 afios

Pacientes que ofrezcan garantias de adhesion al protocolo

Firmar el Consentimiento Informado

CRITERIOS DE EXCLUSION

SI

NO

Pacientes embarazadas o en lactancia activa

Participacidn en otros ensayos clinicos

Con neoplasias o signos de infeccién clinica

Incapacidad de comprender el Consentimiento Informado
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EVALUACION DE LA ULCERA

PACIENTE:

FECHA:
Sl NO
Sl NO
Sl NO
Sl NO
Sl NO

Observaciones:

Medicacion Concomitante:
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CONSENTIMIENTO INFORMADO DEL PACIENTEY
REPRESENT. AL

D.I¥..

en nahdad de pamente

Declaro que el Dr. D,
como  Médico :sptmahsta EI'I ijgia {Jenma] dr:] Hc-spital Clinico

Universitaric Virgen de la Arrixaca, con DML,
me comunica la  posibilidad de que el paciente reciba la
MEdiCacion . ... ooveieiiiiii i e

Para traar:......coooiiiiiicinninnnones

Se me ha dado toda la informacidn pertinente adaptada a mi nivel de
entendimiento y estoy de acuerdo en recibir la medicacion, por lo que por
medio de este documento una vez INFORMADO y CONSENTIDO,
AUTORIZO a que sea realizado dicho tratamiento por el Servicio de Cirugla
del Hospital Clinico Universitario Virgen de la Arrixaca y al acceso a la
informacion disponible en la historia clinica del hospital respecte al manejo de
mi enfermedad.

Toda la informacion requerida v obtenida serd confidencial, segin las normas
de la deontologia médica ¥ segin lo establecido en la Ley Organica 15/1999,
de 13 de diciembre, de Proteccitn de Datos de Cardcter Personal; el Real
Decreto 1720/2007, de 21 de diciembre, por el que se aprucba el Reglamento
de desarrollo de la misma, asi como la Ley 41/2002, de 14 de noviembre,
basica reguladora de la autonomia del paciente y de derechos v obligaciones
en materia de informacion ¥ documentacion clinica ¥ documentos contenidos
en €l archivo.

El recibir la medicacion es voluntario v el paciente puede renunciar a su
administracion en el momento que estime adecuado.

Fdo.: El paciente o su representante legal,

Nombre ¥y Apellidos

Revocacitn del consentimiento con fecha

Fido,
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