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Efecto de la ciclosporina A sobre la poblacion fibrobldstica
en los periodos iniciales de la cicatrizacion
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Resumen

Cada vez existen mas evidencias a favor de una interrelacion
importante entre el sistema inmunitario y el control de la cicatri-
zacion de las heridas. Por este motivo, cabe esperar que aquellos
firmacos que afecten en algiin sentido a las células inmunitarias
(especialmente macrdéfagos y linfocitos) originardn alguna modifi-
cacion en el proceso normal de curacion de las heridas. El presen-
te trabajo se ha llevado a cabo sobre cicatrices de la linea alba del
conejo, en el séptimo dia de su evolucion. En él se analiza el efecto
de la ciclosporina A, a dosis inmunosupresoras, sobre el nimero y
tasa reduplicativa de los fibroblastos del tejido cicatrizal. Se
observa una franca disminucién de ambos parimetros en los
animales tratados con ciclosporina A, sin que ese efecto se mani-
fieste en aquellos tratados inicamente con excipiente. Este déficit
fibroblastico se acompaiia también de un marcado descenso en la
resistencia tensil de las cicatrices.

Palabras clave: Cicatrizacion. Fibroblastos. Ciclosporina. Resis-
tencia tensil. Conejo.

THE EFFECT OF CYCLOSPORIN A ON THE
FIBROBLASTIC POPULATION IN THE INITIAL
PERIOD OF SCARRING

There is ever more evidence favoring the important interrelation
between the immune system and the control of wound healing.
It is, thus, to be expected that drugs affecting the immunitary
cells (specially macrophages and lymphocytes) should, in some
way, originate some modification in the normal process of wound
healing. The present study was carried out in scars of the alba
line of the rabbit on the seventh day of evolution. The effect
of cyclosporin A at immunosupressive doses was analyzed on the
number and reduplicative rate of the fibroblasts of the scarring
tissue. A frank decrease of both parameters was observed in the
animals treated with cyclosporin A without this effect being
manifest in those treated only with excipient. This fibroblastic
deficit was also accompanied by a marked decrease in the tensile
resistence of the scars.

Key words: Scarring. Fibroblasts. Cyclosporin. Tensile strength.
Rabbit.

Introduccion

Los fibroblastos son las células princeps del complejo proceso
de cicatrizacion al ser los elementos encargados de producir
coldgeno y sustancia fundamental. Estas células hacen su apari-
cién en la herida al segundo o tercer dia, cuando ain no ha
finalizado la fase de inflamacién o fagocitosis.

Tanto la proliferacién como la migracién y produccién de
coldgena por los fibroblastos estd mediatizada por un nimero
elevado de productos de las células presentes en la fase inflama-
toria. Asi, las plaquetas', macrofagos®* y linfocitos®® ejercen una
clara influencia sobre los fibroblastos, por lo que seria légico
pensar que cualquier alteracion en estas células debiera producir
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una clara alteracion en el proceso de cicatrizacion. Por otra
parte, todas estas lineas celulares son claramente influenciadas
por la ciclosporina A*'' por lo que, al menos teéricamente,
dicho férmaco deberia tener efectos negativos sobre el proceso
cicatrizal.

La CsA viene siendo utilizada, cada vez con mayor frecuen-
cia, por su marcada accion inmunosupresora. Utilizada por
primera vez en la clinica humana por Calne en 1978!2 deberia
afectar negativamente a la cicatrizacion, al igual que otros fir-
macos inmunosupresores (corticoides'* ' y azatioprina'* '9). Sin
embargo, su accion sobre el proceso de cicatrizacién no estd
todavia aclarada. Unos autores niegan que el firmaco tenga
efectos negativos en la cicatrizacion'*'®, mientras que otros
afirman que retrasa significativamente dicho proceso™® 2!

Dada la discrepancia que todavia existe sobre la accién del
farmaco en la cicatrizacién, hemos realizado el presente trabajo
con la idea de valorar esta accion de 1a CsA sobre los fibroblas-
tos en las fases tempranas del proceso mediante la cuantifica-
cion del numero de fibroblastos por unidad de drea medida
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(densidad fibrobldstica), del ADN nuclear de los mismos (indice
de duplicacién de los fibroblastos) y de la resistencia tensil de la
cicatriz.

Material y métodos

Se han utilizado 35 conejos de Nueva Zelanda de ambos
sexos, con pesos comprendidos entre 2 y 2,5 kg, proporcionados
por el Estabulario de la Universidad del Pais Vasco (UPV). La
primera serie (n = 7) se destiné al estudio de la linea alba nor-
mal. El grupo control (n = 7) se utiliz para el estudio morfomé-
trico de las cicatrices y de la cuantificacién de la resistencia
tensil en animales no sometidos a ningtn tratamiento. En la
tercera serie (n = 7) se realizaron las determinaciones histol6gi-
cas en las cicatrices de animales tratados con CsA (20 mg/kg/dia
1.p. desde la vispera de la intervencién hasta el dia del sacrifi-
cio). Una cuarta serie (n=7) fue destinada al estudio de las
cicatrices tratadas con el vehiculo utilizado para la administra-
cién de CsA (etanol anhidro e intralipid al 10 % en proporcion
1/10). La quinta serie (n = 7) se utilizé para la cuantificacién de
la resistencia tensil de las cicatrices de animales tratados con
CsA en las mismas dosis y por la mlsma via que las anterior-
mente descritas.

Los animales fueron premedicados con Combelén° (0,10 mV/
kg/i.m.). La anestesia se indujo con Ketamina® (50 mg/kg/i.m.) y
diazepam (2,5 mg/kg/i.m., hasta un mdximo de 5 mg). Tras
practicar una pequefia incisién laparotémica de aproximada-
mente 4 cm de longitud, la pared abdominal se cerré con una
sutura continua de Vitalon 3/0 (How Medica Inc.). La piel se
suturé con sutura continua de seda 3/0. Posteriormente los
animales permanecieron en sus jaulas, proporciondndoseles
pienso y agua ad libitum. En la serie destinada al estudio de la
linea alba normal, se extrajo una pequefia muestra de la misma,
sacrificando en la misma intervencién a los animales con las
mismas normas que se describen a continuacion.

El resto de los animales fueron sacrificados al séptimo dia
mediante una sobredosis barbiturica, siguiendo las normas dic-
tadas por el Real Decreto 223/1988 sobre proteccién de los
animales utilizados para experimentacién. A continuacion se
extrajeron las cicatrices de la linea alba fijandose las muestras en
formol al 10 % para su posterior inclusion en parafina. De cada
muestra se obtuvieron 6 secciones histologicas de 5 u de espesor,
de las que tres se tifieron con hematoxilina-eosina (destinadas a
la cuantificacién de la densidad fibroblastica), y las otras tres
con el reactivo de Schiff, segin el método de Feulgen. Estas
dltimas se destinaron al estudio del ADN nuclear de los fibro-
blastos.

Densidad fibrobldstica

Para realizar los estudios histoldgicos se ha utilizado un equi-
PO compuesto por un microscopio dptico, una lente de proyec-
cién (Mipro 125 mm Kpl, Carl Zeiss) y una mesa digitalizadora
(DT 1.000 Graphtec, Tokio) controlada por un microprocesa-
dor (Olivetti M-20).

Se han valorado tres campos de 622 p de didmetro (salvo en
los casos en los que el tamafio de la muestra no ha permitido
considerar mds que uno o dos). Utilizando un objetivo x 32 se
proyecta la imagen sobre una mesa digitalizadora, lo que pro-
porciona un aumento global de x 371. Sobre dicha proyeccion se
dibuja el contorno del drea de cicatriz a estudiar, proporcionan-
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do el ordenador, mediante un método de integracién, la superfi-
cie del tejido cicatrizal. Dicha superficie viene dada en unidades
arbitrarias de drea (UA), idénticas para todas las cuantificacio-
nes realizadas. La densidad fibroblastica se valora contabilizan-
do el nimero de fibroblastos directamente sobre la imagen
proyectada, interponiendo una cuadricula para evitar repeticio-
nes. Para cada zona medida se ha calculado el numero de
fibroblastos por cada 1.000 UA. La media de los tres valores
obtenidos se ha utilizado como indice de la densidad fibrobl4sti-
ca de dicha cicatriz.

Cuantificacion del ADN

El contenido en ADN de los nicleos celulares se ha medido
mediante un microespectrocitofotometro VMS-0,5 (Carl Zeiss,
Obercochen) controlado on line por un ordenador Olivetti
M-20, dotado de una platina motorizada de 0,25 p de resolu-
cién.

En cada preparacion se han cuantxﬁcado 100 nicleos de fibro-
blastos, distribuyéndose los valores asi obtenidos en un histogra-
ma de frecuencias. Sobre dicho histograma, y siguiendo el méto-
do de Bartel, se han ajustado dos curvas de Gauss. En la primera
de ellas quedan incluidos los micleos con un contenido de ADN
2C, englobandose en la segunda aquellos que, por haber iniciado
la reduplicacién de su material genético, han alcanzado cifras
superiores.

A continuacién, y por un método de integracion, se ha esta-
blecido la superficie de cada una de las curvas (S1 y S2), calcu-
landose la proporcién existente entre ambas; esto representa el
porcentaje de fibroblastos en fase de sintesis:

S1
%Fs= ——— x100
S1+82

Tensiometria

Para el estudio tensiométrico se extrajeron de cada cicatriz,
previo marcaje con una cinta métrica, dos tiras de 1 cm de
anchura que se mantuvieron sumergidas en suero fisiologico
para evitar retracciones hasta el momento de la medicién, que
siempre se realizé escasos minutos después de obtenida la mues-
tra.

La resistencia tensil se ha valorado mediante un tensiémetro
de disefio propio. El instrumento se fundamenta en un motor
eléctrico que proporciona una fuerza de traccion constante de
0,147 N/seg. En el otro extremo del aparato se encuentra fijado
un dinamémetro, en cuya parte movil est articulada una plu-
milla que se desplaza sobre un papel milimetrado que avanza a
una velocidad constante de 0,25 cm/seg. Entre ambos elementos
se fija la cicatriz mediante dos mordazas ancladas, una en el
dinamémetro y otra en el motor.

Se consigue asi una gréfica en la que en las ordenadas se
representa la fuerza expresada en N y en las abscisas el tiempo
transcurrido. El instante de la rotura queda registrado por el
brusco descenso de la grafica.

Andlisis estadistico
Atendiendo a la distribucién no normal de los resultados, las
comparaciones realizadas entre las distintas series experimenta-

les se han llevado a cabo utilizando un test no paramétrico:
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TABLA 1. Resultados de la medicion de la densidad fibroblastica
en cada una de las series experimentales

Linea alba Cicatriz CsA Excipiente
1 19,70 16,80 7,90 16,20
2 24,70 13,15 7,60 16,90
3 27,30 10,10 5,70 16,50
4 19,00 16,30 6,10 16,30
5 32,70 9,30 16,10 16,20
6 32,20 13,30 11,20 16,70
7 31,00 13,20 9,30 16,90
X 26,66 13,16 9,12 16,53
DE 5,73 2,81 3,59 0,30

TABLA 2. Porcentaje de fibroblastos en fase de sintesis en cada una
de las series experimentales

Linea alba Cicatriz CsA Excipiente

1 2,10 15,46 6,93 2,10
2 118,68 19,61 22,34 18,68
3 5,06 13,98 18,44 23,36
4 4,08 2651 573 24,49
5 27,90 32,30 19,16 24,29
6 7,93 21,60 18,18 17,90
7 6,29 23,14 15,20 30,62
Mediana 6,29 21,60 18,18 24,29
X 10,29 21,80 15,14 24,28
DE 9,44 6,33 6,37 5,79

~

TABLA 3. Medicién de la resistencia tensil en los animales control
y en los tratados con ciclosperina A

Control Ciclosporina A
A B A B
1 4,10 2,80 3,10 2,80
2 12,00 12,00 2,90 3,40
3 4,50 5,80 1,00 1,00
4 8,30 6,20 3,30 3,60
5 12,00 10,00 1,50 1,70
6 5,20 8,80 3,60 3,70
X 7,642 2,633
DE 3,325 1,038

Rank Sum Test. Se han considerado diferencias significativas
aquellas con una p < 0,05.

Resultados

Los resultados de la cuantificacién de la densidad fibrobldsti-
ca (nimero de fibroblastos por cada 1.000 UA) se recogen en la
tabla 1. Estos mismos resultados se reflejan de forma grafica en
la figura 1.

Como puede apreciarse, la mdxima densidad fibroblastica se
observa en la linea alba normal. Los animales no tratados con
excipiente tienen valores muy préximos entre si, mientras que la
menor densidad celular se encuentra en aquellos animales trata-
dos con CsA. Las diferencias entre las distintas series experi-
mentales alcanzan significacién estadistica.
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Fig. 1. Densidad fibrobldstica en el tejido cicatrizal en el séptimo dia de
evolucion. La pirdmide de la izquierda representa el contenido en fibro-
blastos de la linea alba normal. Se puede observar la menor celularidad del
tejido cicatrizal debido al gran desarrollo vascular. Los animales tratados
con CsA presentan una importante disminucion de su poblacion fibroblds-
tica, disminucion que no puede achacarse al excipiente utilizado.
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Fig. 2. Porcentaje de fibroblastos en fase de sintesis. La menor tasa
reduplicativa corresponde a la linea alba normal. En el tejido cicatrizal
(control y tratado con excipiente) se aprecia una mayor actividad de
reproduccion celular. La administracion de CsA ha disminuido el porcen-
taje de fibroblastos en sintesis.

La tabla 2 muestra los resultados de la actividad de duplica-
cién de los fibroblastos, recogidos de forma grafica en la figu-
ra 2. Como era de esperar, la linea alba normal muestra el
menor porcentaje de fibroblastos en fase de duplicacién. Este
parametro estd notablemente aumentado en las cicatrices de los
animales no tratados, sin que la administracién de excipiente
haya producido diferencias significativas.

Por otro lado, el tratamiento con CsA ha producido una
disminucién significativa del porcentaje de fibroblastos en la
fase activa del ciclo celular, hasta el punto de que la diferencia
frente a los resultados obtenidos en la linea alba normal no
alcanza significacion estadistica. ’

Los resultados del andlisis tensiométrico realizado en el grupo
control y en el grupo de animales tratados con CsA se recogen en
la tabla 3 y en la figura 3. Como puede observarse, la resistencia
tensil de las cicatrices de los animales tratados con CsA se ha
visto reducida a un 34,45 % de los valores normales, siendo esta
diferencia estadisticamente significativa.
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Fig. 3. Resistencia tensil de las cicatrices. En los animales tratados con
CsA se puede observar una muy importante reduccion de la resistencia
tensil frente a los animales no tratados.

Discusion

El primer punto de discusién es, sin duda la eleccién del
momento evolutivo del proceso en el que hemos realizado nues-
tro estudio. Aunque algunos autores estudian la cicatrizacién en
fases tempranas (séptimo dia)'®2%2, 1a gran mayoria lo retrasa
hasta la segunda, tercera o cuarta semana'>2"%, Dado que el
objeto del presente trabajo es precisamente el estudio de los
fibroblastos, y ya que estas células predominan en la cicatriz en
las fases tempranas de la cicatrizacién, hemos considerado que
las cicatrices obtenidas al séptimo dia~ofrecerian las mayores
facilidades para el estudio de dichas células.

Por otra parte, los diferentes pardmetros estudiados (cuantifi-
cacién del nimero de fibroblastos, medicién del ADN nuclear
como indice de replicacion de los mismos, y de la resistencia
tensil como indicativo de la produccién de coldgeno) aportan
datos objetivos, y permiten estudiar en su conjunto el proceso
cicatrizal?’.

Segtin nuestras experiencias, la CsA afecta de forma negativa
al proceso de cicatrizacion, al menos en las etapas iniciales de la
misma. El firmaco parece realizar su accidn sobre el mismo
fibroblasto, como indica la significativa disminucién de la den-
sidad fibrobléstica y del indice de replicacién de dichas células
en los animales tratados. Por otra parte, la clara disminucién de
la resistencia tensil que se observa en las cicatrices tratadas con
CsA, pensamos que puede interpretarse como indice indirecto
de la disminucién de la produccién de hidroxiprolina. En dife-
rentes trabajos consultados puede observarse un comportamien-
to idéntico de ambos pardmetros?" 22526,

Se plantea inmediatamente la duda de si dicha accién sobre
los fibroblastos podria deberse a un efecto directo de la CsA
sobre dichas células, o bien desarrollarse a través de su accion
INMuNoSupresora.

Aunque no existen estudios especificos sobre esta cuestion, si
se conoce, desde los primeros estudios experimentales del far-
maco, que éste produce una marcada hipertrofia gingival® 2,
hipertrofia que se debe a una clara accién mitogénica sobre los
fibroblastos gingivales®. No parece, por tanto, aventurado con-
siderar que la CsA, caso de tener algin efecto directo sobre los
fibroblastos, éste seria de cardcter positivo mds que inhibitorio.
Asi pues, la accién de la CsA se realizaria a través de sus efectos
Inmunosupresores.
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Es indudable que de nuestro trabajo no puede deducirse el
mecanismo de 1a accién del formaco sobre los fibroblastos. La
CsA tiene importantes acciones sobre los linfocitos Ty éstos, a
su vez, parecen tener gran influencia en todo el proceso cicatri-
zal. Asi, Barbul et al, al tratar a los animales con una hormona
estimuladora del timo que produce una expansién de los linfoci-
tos T supresores, observaron una disminucién de la resistencia
tensil y del depdsito de hidroxiprolina en las heridas®. Al actuar
en sentido opuesto, administrando anticuerpos monoclonales
antilinfocitos T supresores, los mismos autores observaron el
efecto contrario? 25,

De manera mmnlar en animales esplenectomizados® y atimi-
cos? 2 se ha observado la misma potenciacién de la fibroplasia.
En todos estos trabajos se involucra selectivamente a los linfoci-
tos T supresores en la cicatrizacion. Breslin et al aportaron
indicios de la importancia del correcto mantenimiento del co-
ciente Ts/Th en el proceso cicatrizal?*. Serfa precisamente la
alteracién de dicho cociente el mecarismo que podria explicar
la accion del firmaco, ya que estd generalmente admitido que la
CsA inhibe la actividad Helper de los linfocitos T, sin afectar en
gran medida a los linfocitos Ts.
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