30

Natalia Ubillos
Dermatologa Médico- Quirdrgica.

Begona Valdés
Dermatologa Médico- Quirtrgica

Lourdes Echarte

Magister en Ciencias Bioldgicas.
Asistente del Area de Terapia
Celular y Medicina Regenerativa.
Departamento Basico de Medicina

Alexandra Sujanov
Especialista en Medicina
Transfusional. Asistente del Area
de Terapia Celular y Medicina
Regenerativa.

CarolineAgorio

Dermatologa. Profesora Adjunta de
la Catedra de Dermatologia Médico-
Quirdrgica.

Cristina Tourifo

Hematologa. Profesora Agregada del
Departamento Basico de Medicina.
Coordinadora del Area de Terapia
Celular y Medicina Regenerativa.

Lilian Diaz
Hematologa. Profesora titular de
Catedra de Hematologia.

Gabriela Otero
Dermatdloga. Ex Asistente de la
Catedra de Dermatologia Médico-
Quirtrgica.

Rev. urug. med. interna. ISSN: 2393-6797 - Marzo 2018 N°1: 30-38

Caso clinico

Tratamiento complementario de heridas
cronicas con factor de crecimiento
estimulante de colonias de granulocitos.
A propodsito de dos casos clinicos.

Granulocyte Colony-Stimulating Growth Factor complementary treatment
in chronic wounds. Report of two cases.

Tratamento complementar de feridas cronicas com coldnias de
granulécitos estimulantes do fator de crescimento. Cerca de dois casos
clinicos.

Resumen: Introduccion. Independientemente de su etiologia, las heridas cronicas, representan un
desafio terapéutico debido a que muchas veces son refractarias a tratamientos convencionales.
Es por este motivo que en los ultimos afios se han desarrollado de forma creciente estrategias
complementariaseneldreadelamedicinaregenerativa,como:terapiasconcélulasmadre,ingenieria
de tejidos, plasma rico en plaquetas y factores de crecimiento aplicados en las heridas cronicas.

Dichas terapias complementarias han mostrado ciertos beneficios en la cicatrizacion de heridas
complejas. Materiales y métodos. Se presentan dos casos clinicos de pacientes con heridas
cronicas de diferente etiologia, refractarias al tratamiento con cura avanzada de heridas, las cuales
recibieron de forma complementaria factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF;
Filgen®). Se realizaron inyecciones locales de G-CSF a una dosis de 300 mcg/ml en piel peri
ulcera en forma semanal completando dos series de cuatro inyecciones cada una. Resultados.
Ambos casos presentaron una reduccion en el area de las mismas alcanzandose la cicatrizacion
total en un paciente y una reduccion del 37% en el otro luego de dos series. El procedimiento
fue bien tolerado y no se reportaron efectos adversos relacionados al mismo. Conclusiones.
Los resultados obtenidos en estos pacientes mostraron beneficios en la cicatrizacién con la
aplicacion del G-CSF. Se requieren de ensayos clinicos controlados que permitan establecer el
rol de dicho factor en el tratamiento de las mismas. Por este motivo nuestro grupo de trabajo se
encuentra desarrollando un protocolo que permita evaluar este aspecto.

Palabras clave: heridas cronicas, factor de crecimiento estimulante de colonias de granulocitos, G-CSF,
cicatrizacion, medicina regenerativa.

Abstract: Introduction. Regardless of their etiology, chronic wounds, represent a therapeutic
challenge because they are often refractory to conventional treatments. Due to this observation,
in the last few years, new complementary strategies have emerged in the area of regenerative
medicine, including stem cell therapeutics, tissue engineering, platelet rich plasma, and growth
factors applied to chronic wounds. These complementary therapies have shown certain
benefits in healing of complex wounds. Materials and methods. We present two clinical cases
of patients with chronic wounds of different etiology, refractory to advanced and conventional
wound treatments, which received complementary granulocyte colony-stimulating growth
factor (G-CSF; Filgen®). Local injections with G-CSF were administered weekly in periulcer skin
at a dose of 300 mcg/ml, completing two series of four injections each. Results. Both cases
showeda reduction in their areas, reaching to total healing inone patient, and a reduction of 37%
in the other one after two series of treatment. The procedure was well tolerated and no adverse
effects were detected. Conclusions. The results obtained with these patients showed a benefit
in cicatrization with the administration of G-CSF. Controlled clinical trials are needed to establish
the role of G-CSF in these wounds. Thus, our group is developing a protocol to evaluate this
aspect.
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Keywords: chronic wounds, granulocyte colony-stimulating growth factor, G-CSF, cicatrization, wound
healing, regenerative medicine.

Resumo: Introdug@o. Independentemente da sua etiologia, as feridas crénicas representam um
desafio terapéutico porque muitas vezes sdo refratarias aos tratamentos convencionais. E por
esta razdo que nos Ultimos anos foram desenvolvidas estratégias complementares na area
da medicina regenerativa, tais como: terapias de células estaminais, engenharia de tecidos,
plasma rico em plaquetas e fatores de crescimento aplicados a feridas crénicas. Tais terapias
complementares mostraram certos beneficios na cicatrizagdo de feridas complexas. Materiais e
métodos. Dois casos de pacientes com feridas crénicas de diferentes etiologias, refractarias ao
tratamento com a cura da ferida avancado, que receberam complementaria factor estimulante
forma de coldnias de granulécitos (Filgen® FEC-G) presente. As injecdes locais de G-CSF foram
feitas a uma dose de 300 mcg / ml na pele peri Ulcera, semanalmente, completando duas séries
de quatro injegdes cada. Resultados. Ambos os casos mostraram uma reducgdo na area do
mesmo atingindo a cicatrizagdo total em um paciente e uma redugdo de 37% no outro apds
duas séries. O procedimento foi bem tolerado e nenhum efeito adverso relacionado a ele foi
relatado. Conclusdes. Os resultados obtidos nestes pacientes mostraram beneficios na cura com
a aplicagdo de G-CSF. Ensaios clinicos controlados sdo necessarios para estabelecer o papel
desse fator no tratamento deles. Por esse motivo, nosso grupo de trabalho esta desenvolvendo
um protocolo que nos permite avaliar esse aspecto.

Palavras-chave: feridas cronicas, colonias de granuldcitos estimulantes do fator de crescimento, G-CSF,
cicatrizacdo, medicina regenerativa.
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Tabla 1: Ensayos clinicos con GM-CSF
en Ulceras venosas cronicas (3-5)

Rev. urug. med. interna.

Introduccion

Las ulceras crénicas son un problema de salud, con importante morbilidad, alteracion en la
calidad de vida, aumento del ausentismo laboral asi como un gran impacto econémico sobre el
sistema de salud. (-3

Se estima que esta patologia afecta a 6,5 millones de pacientes en Estados Unidos con un
costo anual de 7 billones de ddlares para el sistema de salud de dicho pais mientras que en
Europa los gastos anuales oscilan entre 25 a 200 millones de ddlares.®®

En Uruguay no contamos con datos epidemioldgicos sobre la magnitud del problema, si bien
los trabajos de Ramos y cols y posteriormente Otero y cols aportan datos sobre su etiologia en
unidades de referencia de Montevideo.?d

La cicatrizacién de heridas es un proceso dinamico que consta de tres fases superpuestas
en el tiempo, ellas son: fase inflamatoria, proliferativa y de remodelacién. Estas involucran
la interaccion dinamica entre factores de crecimiento, citoquinas, componentes de la matriz
extracelular, células residentes y subtipos diferentes de linfocitos. ©

La alteracion en alguna de estas fases, generalmente de causa multifactorial, puede conducir
a la cronicidad de las heridas. ™

Varios ensayos clinicos han demostrado que en los fluidos de Ulceras crénicas los factores
de crecimiento se encuentran disminuidos en comparacion con las heridas agudas. @ Esto
motivd diversos estudios prospectivos, utilizando factores de crecimiento aplicados en forma
local a pacientes con heridas crénicas, obteniendo resultados alentadores con respecto a la
cicatrizacion. 7 Los resultados de los mismos se muestran en la tabla 1.

Via de

Estudio administracion

Autores

‘ Resultado

Marques da Costa Randomizado doble Subcutanea 400 Unica Diferencias en
etal. ciego con placebo tamaiio, cicatrizacion
(Ulceras venosas y y sintomas entre los
otras etiologias) grupos
Jaschke et al. Intervencion Topica 5en 2-3 veces Tasas de curacion del
NaCl semana 90 % en un promedio
de 19 semanas
Cianfarani et al. Intervencion: Intradérmica 150 Semanal Aumento en la angio-
Biopsia de Glcera génesis y del tejido de
granulacion

NaCl : Cloruro de sodio

Dentro de los factores de crecimiento evaluados en éstas heridas se encuentra el factor
de crecimiento estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos (GM-CSF). Este es una
citoquina multifuncional que actua regulando la proliferacion y diferenciacién de células madre
y progenitoras hematopoyéticas y endoteliales desde la médula ésea, asi como células no
hematopoyéticas como fibroblastos, células endoteliales y queratinocitos. @

Cianfarani y cols. evaluaron los efectos del GM-CSF sobre la neo-angiogénesis de Ulceras
venosas crénicas y la sintesis local de factores pro-angiogénicos. Con este fin, aplicaron GM-
CSF intradérmico en cuatro puntos cardinales de la lesion, a una dosis de 150 microgramos (ug),
en forma semanal, con un total de cuatro a nueve dosis. Como conclusion destacan el aumento
de la angiogénesis y del tejido de granulacién en la herida, vinculado a un aumento local de
factores angiogénicos, como el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF). ©

Posteriormente, diversos autores comenzaron a utilizar factor de crecimiento estimulante
de colonias de granulocitos (G-CSF), primero en modelo animal y luego en pacientes con pie
diabético infectado.®1®

El G-CSF, al igual que el GM-CSF, es un factor endégeno hematopoyético movilizador de
células madre y progenitores hematopoyéticos de la médula ésea hacia la sangre periférica,
los cuales pueden ser cuantificados mediante la determinacion de células CD34+ en sangre
periférica. (1012

A nivel sistémico actua regulando la supervivencia, proliferacion y diferenciacion terminal de
las células precursoras de neutréfilos desde la médula a la sangre. (19
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A su vez, estimula la funcion de neutréfilos maduros favoreciendo la quimiotaxis de éstos y
mejorando su capacidad fagocitica. (1%1217

Por otro lado, induce la proliferacién de células endoteliales promoviendo la angiogénesis. 1%

La eficacia del G-CSF ha sido evaluada en varios ensayos clinicos en pie diabético infectado,
observandose mejoria en los parametros de infeccién, asi como disminucién en la incidencia de
amputacion y de estadia hospitalaria en estos pacientes. (1219

En contra posicion a esto, Yonet y cols. no lograron demostrar efectos beneficiosos de
significancia con la administracion subcutanea de G-CSF, aunque si evidenciaron aumento en el
numero absoluto de neutrofilos y la eficacia en su funcién. (9

La dosis utilizada, asi como el intervalo de aplicacion fue variable entre los distintos trabajos,
oscilando entre 5 a 10 pyg/kg de G-CSF aplicados en forma diaria durante un periodo de tres a
veintitn dias.(219

Se reporté buena tolerancia con escasos efectos adversos, aunque Kastenbauer y cols.
reportaron alteraciones hepaticas en dos pacientes del grupo tratado con G-CSF por lo que se
debid suspender su administracion.(™®

En una revision de Cochrane, Cruciane y cols. Evaluaron los efectos in vivo sobre las tasas
de infeccion y cicatrizacién del tratamiento complementario con G-CSF comparado con placebo
en pacientes con pie diabético infectado. Los autores sugieren que la aplicacion de G-CSF
no mejoraria la cicatrizacion ni aumentaria la probabilidad de resolucién de infecciones. Sin
embargo, refieren una disminucién en la necesidad de amputacién y en el tiempo de internacion.
Concluyen por tanto que éste tratamiento podria ser incorporado a las pautas de tratamiento
habitual del pie diabético infectado, sobre todo en aquellas infecciones que pongan en riesgo la
viabilidad de la extremidad.

Por otra parte, en ulceras de otras etiologias, Sugiyama y cols. realizaron un estudio en
modelo animal de heridas producidas por radiacion. Para ello utilizaron una combinacion de
factores de crecimiento entre los cuales se encuentra el G-CSF, factor estimulante de colonias
de macréfagos (M-GCS) y un inhibidor del factor de crecimiento transformante § -1(TGF-f1).
Estos autores observaronun aumento en la resistencia a la ruptura de la piel y de la formacion
de fibras de colageno en la histopatologia y concluyeron que la combinacion de factores podria
ser prometedor para el tratamiento de heridas producidas por radiacion. ('®

Fine y cols. en un ensayo clinico piloto con siete pacientes utilizaron G-CSF en forma
sub cutanea en heridas de epidermdlisis ampollar a una dosis de 10 pg/kg/diapor siete dias.
Observaron una reduccién del 75,5% en el tamafo de las lesiones y del 36,6 % en el recuento
de erosiones y ampollas al finalizar la serie. (9

Basandonos en la evidencia presentada, se planted la utilizacion de G-CSF (Filgen®) en dos
pacientes con heridas crénicas de diferente etiologia, las cuales mantenian su cronicidad a
pesar de los esfuerzos clinicos para estimular la correcta cicatrizacion.

Este producto se presenta en jeringas pre llenadas de 300 micro gramos (ugrs) por mililitro
(ml). (Filgrastim - Filgen ©) La técnica que se utilizé para la aplicacion del G-CSF en ambos casos,
consistié en la divisién de la herida en cuatro cuadrantes, inyectando 0,25 ml intradérmicos a 0,5
cm del borde en cada cuadrante. A su vez, se realizd extraccion de sangre para cuantificacion
de células CD34+ por citometria de flujo, previo a la primera inyeccion y a la semana, no
evidenciandose efectos sistémicos del G-CSF sobre dicho marcador en ninguno de los casos.

Los dos pacientes recibieron un total de cuatro aplicaciones semanales divididas en dos
series. El periodo entre las series fue de dieciocho semanas para el caso uno y cuatro semanas
en el caso dos.

El protocolo de utilizacion del G- CSF como tratamiento complementario de Ulceras venosas
cronicas fue aprobado por el Comité de Etica del Hospital de Clinicas. Ambos pacientes
recibieron informacién del procedimiento previo al mismo y dieron su consentimiento informado
para realizar dicho tratamiento.
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Caso clinico 1

Hombre de 76 afos, con antecedentes de hipertension, diabetes tipo Il, dislipemia, hiper-
uricemia. Al momento de la consulta, presentaba una Ulcera venosa crénica de miembro inferior
izquierdo de veinte afos de evolucién que habiendo recibidomultiples tratamientos, entre ellos
injerto de piel y terapia con oxigeno hiperbarico, sélo se obtuvo una respuesta parcial. Los datos
clinicos se detallan en la tabla 2.

Paciente ‘ 1 ‘ 2

Etiologia Ulcera venosa Cicatriz quirurgica
Localizacion Miembro inferior izquierdo Parietal izquierdo
Series de 4 inyecciones de G-CSF 2 2

Periodo entre series 18 semanas 4 semanas
Leucocitos mil/mm3* 8,82/9,24 5,04/6,92

CD34 % * 0,03/0,02 0,06/0,06

Figura 1: A la izquierda la lesion pre-
tratamiento con G-SCF. A la derecha la lesién
luego de ocho sesiones de G-CSF

Tabla 3: Area de la herida durante el
tratamiento

* pre tratamiento/post tratamiento

Debido a la falta de progresion en el proceso cicatrizacion, se decidio realizar, como técnica
complementaria, la aplicacién de G-CSF a nivel local (Figura 1). No se evidencio efectos adversos
de relevancia durante el procedimiento.

Durante veintiséis semanas de seguimiento se observé una reduccién porcentual del area
del 37%. (Tabla 3 y Grafico 1)

Paciente

Area pre tratamiento con G-CSF 28,8 * 1,52*
Area luego de la primera serie 224 * 1,13*
Area previo a segunda serie 22,3 04*
Area luego de segunda serie 18,1 0,02 *
Area control al mes 18,1 0*

% de reduccion de area en 6 meses 37,1 100

* Area expresada en centimetros cuadrados (cm2)
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Caso clinico 2

Hombre de 59 afios con antecedente de tumor cerebral en la infancia tratado con cirugia y
radioterapia en esa oportunidad. Un afio previo a la consulta, presentd un carcinoma basocelular
en region parietal izquierda de cuero cabelludo en area previamente irradiada, recibiendo
tratamiento quirurgico de dicha lesion. El estudio anatomo - patolégico confirmd el diagnéstico
planteado inicialmente, estando los margenes libres de tumor.

Se realizé reconstruccion del defecto quirtrgico por colgajo de avance, el cual sufrid necrosis
parcial, requiriendo, posteriormente, cura avanzada de heridas con apésito hidrocoloide. Durante
el seguimiento presentd una térpida evolucion en la cicatrizacion con exposicion de material
6seo. Dado que se trataba de un hueso irradiado, lo que dificultaba la posibilidad de un injerto,
se planteo la realizacion de inyeccion de G-CSF. (Figura 2)

Figura 2: A la izquierda la lesion pre
tratamiento con G-CSF. A la derecha lesion
luego de ocho sesiones de G-CSF

Los datos clinicos y evaluacion paraclinica se detallan en la tabla 2.

Durante las veinticuatro semanas de seguimiento se observé una reduccién porcentual del
area del 100%. (Tabla 3 y Grafico 2).
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Grafico 2: Disminucion del area en
funcion del tiempo
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Discusion

Las heridas cronicas nos enfrentan a un desafio terapéutico sin alcanzar en ocasiones, una
cicatrizacion éptima.

La literatura citada previamente apoya las propiedades del uso del G-CSF en lo referente a
infeccion y cicatrizacién de heridas en pacientes diabéticos. 121417 Sin embargo, hasta la fecha,
no hemos encontrado estudios publicados realizados in vivo en heridas crénicas de etiologia
venosa, que avalen la eficacia y seguridad del G-CSF en pacientes con Ulceras venosas cronicas
de miembros inferiores, asi como tampoco en heridas crénicas en areas de radiodermitis.

La metodologia utilizada enla aplicacion del G-CSF se realizé en forma similar al protocolo de
Cianfarani y cols. @, si bien no se ha establecidoun acuerdo en cuanto al intervalo de aplicacién
(diaria, semanal o quincenal), asi como tampoco en el nimero de aplicaciones a administrar,
pudiendo oscilar entre tres a veintiuna dosis aplicadas diariamente.

Con respecto a la dosis, optamos por aplicar 300 pg semanales intradérmicas en los dos
pacientes, aunque en la literatura la misma oscila entre5 — 10 pg/kg por inyeccién.

Con relacién al porcentaje de cicatrizacion de Ulcera venosa nuestros resultados fueron
similares a los resultados obtenidos por Marques da Costa y Cianfarani, quienes reportan tasas
globales de reduccion a los tres meses de tratamiento de 27 a 73 % para Ulceras venosas con
GM-CSFE."9 El intervalo entre la primera y segunda serie en el caso clinico 1 fue més largo que
lo reportado en la literatura, por motivos personales del paciente.

En heridas causadas por radioterapia se debe tener en cuenta el potencial carcinogénico
de este producto. ? En el caso clinico 2 se descarté previamente la persistencia de patologia
oncoldgica con el informe anatomo - patoldgico, el cual evidencié margenes libres de lesion. A
pesar de esto, es recomendable continuar con un seguimiento clinico del paciente.

En cuanto al beneficio de G-CSF vinculado a la cicatrizacion, se observé el cierre completo
en el caso del paciente con radiodermitis; mientras que en el paciente portador de ulcera venosa
crénica, se obtuvo una reduccion al finalizar las dos series de tratamiento del 37,1 %.

En lo referente a los efectos adversos locales nuestros resultados son similares a los
mencionados por otros autores, 72 destacandose en ambos casos leve dolor al momento de
la inyeccion. En nuestros pacientes no se evidenciaron efectos adversos sistémicos, asi como
tampoco cambios en la paraclinica como hemograma y recuento de células CD34+.

Cianfarani y cols. reportan efectos adversos vinculados a la utilizacion con GM-CSF, como
dolor a nivel dorsal compatible con radiculitis por lo que debid ser suspendida la aplicacién del
factor.®
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Por otra parte, en nuestro pais el costo de cada inyeccion de Filgen® es de 1500 pesos
uruguayos®’, lo que es comparable al precio de algunos apodsitos utilizados en curacién
avanzada de heridas.

Es por este motivo que consideramos que aquellas estrategias terapéuticas que logren
disminuir los tiempos de cicatrizacién, como el G-CSF, con costos accesibles para los sistemas
sanitarios, impactaran positivamente en el gasto destinado para su tratamiento.

Conclusiones

Ambos pacientes presentaron un beneficio en la cicatrizacién de sus heridas con la utilizacién
de G-CSF, sin bien se requieren de mas estudios para establecer el rol de este farmaco en la
cicatrizacion de heridas.

Quedan algunas interrogantes planteadas como ser la dosis, intervalo y nimero total de
aplicaciones a administrar, ya que no existe uniformidad en la literatura sobre este punto.

Los resultados obtenidos nos llevan a continuar con este estudio mediante el disefio de
ensayos clinicos con la finalidad de validar esta herramienta terapéutica en el tratamiento de
los pacientes con heridas crénicas de diversas etiologias. Para esto nuestro grupo de trabajo
se encuentra desarrollando un estudio prospectivo randomizado que permita dar respuesta a
algunas de estas interrogantes.
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