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GRADO DE DISMINICION DE ARRUGAS FACIALES TRAS LA APLICACION CUTANEA DE
FIBROBLASTOS AUTOLOGOS CULTIVADOS (FAC) EN SUERO AUTOLOGO COMPARADO CON
SOLO LA APLICACION DE SUERO AUTOLOGO

IMPROVEMENT OF FACIAL WRINKLES AFTER CUTANEUS APPLICATION OF AUTOLOGOUS
CULTURED FIBROBLAST IN AUTOLOGOUS SERUM COMPARED WITH ONLY THE APPLICATION
OF AUTOLOGOUS SERUM
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RESUMEN

INTRODUCCION: El cultivar células autélogas en un medio también autdlogo (suero) y su posterior
aplicacion dérmica con el objetivo de que los fibroblastos generen proteinas de matriz extracelular in situ,
en lugar de aplicar solamente proteinas de matriz extracelular (como acido hialurénico) es una mejor
opcion para atenuar los signos del envejecimiento cutaneo como las arrugas y lineas de expresion.
MATERIALES Y METODOS: Ensayo clinico controlado, aleatorizado, doble ciego que compara la
inyeccion cutanea de fibroblastos autélogos cultivados (FAC) en suero autélogo vs solo la inyeccion de
suero autdlogo. En el grupo de intervencion se aplicaron aproximadamente 135 millones de células. Las
inyecciones se realizaron en 3 sesiones, con intervalos de 1 mes. Se evalué clinica y fotograficamente la
disminucién de arrugas faciales mediante el uso de la escala Lemperle y se aplico una escala de
autosatisfaccion en: firmeza, suavidad, hidratacidon y arrugas, en condiciones pre, y a 2°, 4° y 5° meses
de la primera aplicacion.

RESULTADOS: Se realizé un analisis interim con 40 pacientes, (20 por grupo). El promedio de edad
para el grupo experimental (FAC) fue de 48 afios y para el grupo control fue de 51 anos. No hubo
diferencias significativas en sexo, fototipo Fitzpatrick o escala de Glogau entre ambos grupos. El 100% de
los pacientes presentd arrugas, en grados variables, en ambos cantos orbiculares, comisuras, surcos
nasogenianos. Solo el 25% de los pacientes present6 arrugas en mejillas. Del 50 al 90% de los pacientes
presentdé algun grado de hiperpigmentacién facial. El grupo tratado con FAC mostr6 mejoria
estadisticamente significativa en arrugas (con valores de P acorde al sitio anatdmico valorado), desde la
medicion basal en comparacion al 5° mes vs el grupo control. Dicha mejoria se reflejé en al menos 1 o
mas grados descendentes segun la escala de Lemperle, como se verifica al aplicar la prueba de rangos
con signo de Wilcoxon. Los sitios de mejoria con mayor significancia estadistica fueron glabela y ambos
surcos nasolabiales (P < 0.0001, IC 95%); Dicho grupo también mostré6 mejoria en firmeza, suavidad,
hidratacion (P < 0.0001, IC 95%), e hiperpigmentacién (P = 0.003, IC 95%). Los pacientes tratados con
FAC presentaron grados de satisfaccion mayores en los rubros de disminucién de arrugas, mejoria en
firmeza, suavidad e hiperpigmentacion en comparacion al grupo control (P < 0.0001, IC 95%). ElI 100 %
de los pacientes presenté edema del sitio de puncién, sin embargo, fue pasajero y se resolvié en el
transcurso de maximo 2 hrs después de la aplicacién.

CONCLUSIONES: La aplicacion intradérmica de fibroblastos autélogos activados y cultivados en suero
autdlogo es una terapia segura que atenua las arrugas y mejora las caracteristicas cutaneas faciales.
Este es el primer estudio de este tipo en poblacion mexicana.

PALABRAS CLAVE: Arrugas faciales, Fibroblastos autdlogos cultivados; Hidratacién, firmeza y suavidad
cutaneas.



ABSTRACT

INTRODUCTION: culturing autologous cells in a medium also autologous (serum) and their subsequent
dermal application in order that fibroblasts generate extracellular matrix proteins in situ, rather than
applying only extracellular matrix proteins (such as hyaluronic acid) is a best option to reduce the signs of
skin aging such as wrinkles and fine lines.

MATERIALS AND METHODS: Clinical Trial controlled, randomized, double-blind study that compares the
injection of autologous fibroblasts cultured (AFC) in autologous serum vs autologous serum injection. In
the intervention group about 135 million cells were applied in three sessions, with intervals of 1 month.
Facial wrinkles improving were evaluated, clinical and photographically, using the Lemperle scale and a
self-satisfaction scale in: firmness, smoothness, hydration and wrinkles, before and 2, 4 and 5 months
after the first application.

RESULTS: Was performed an Interim analysis with 40 patients (20 per group). The average age for the
experimental group (AFC) was 48 years and for the control group was 51 years. There were no significant
differences in sex, skin type Fitzpatrick or Glogau scale between both groups. 100% of patients had
wrinkles, to varying degrees, in outer cantal edges, buccal commissures and nasolabial folds. Only 25% of
patients had wrinkles on cheeks. 50 to 90% of patients had some degree of facial hyperpigmentation. The
AFC-treated group showed statistically significant improvement in wrinkles (with P values according to
anatomical site), from basal measurement compared to 5th months after treatment vs the control group.
This improvement was reflected in at least 1 or more degrees down in Lemperle scale, as verified by
applying the Wilcoxon rank test The improved sites with greater statistical significance were glabella and
both nasolabial folds (P <0.0001, Cl 95%) This group also showed improvement in firmness, smoothness,
moisture (P <0.0001, Cl 95%), and hyperpigmentation (P = 0.003, Cl 95%). Those treated with AFC had
higher degrees of satisfaction in the areas of reduction of wrinkles, improved firmness, smoothness and
hyperpigmentation compared to the control group (P <0.0001, 95%). 100% of patients had edema in the
puncture sites, however, was transient and resolved during maximum 2 hours after application.

CONCLUSIONS: The intradermal injection of autologous fibroblasts activated and cultured in autologous
serum is a safe therapy that improves skin wrinkles and facial features. This is the first study in this kind in
Mexican population.

KEYWORDS: Facial Wrinkles, Autologous cultured fibroblast, skin moisture, skin softness and firmness.



INTRODUCCION
EL ENVEJECIMIENTO FACIAL

La piel envejecida cronolégicamente pierde proteinas dérmicas estructurales, como colagena’ y
elastina, apreciandose adelgazada, flacida y con arrugas. Existe influencia de la dieta, los
estilos de vida, la historia de consumo de alcohol y/o tabaco, la exposicidon solar crénica
(fotoenvejecimiento)?® y otros, como los radicales libres®.

Una de las zonas mas notorias del proceso de envejecimiento es la piel del rostro: Los signos
tempranos de envejecimiento comienzan desde los treinta tardios en el tercio facial inferior.
Hacia inicios de los 40 afos hay cambios periorbitarios, con descenso de la porcion lateral de la
ceja.A la mitad de los 40 afios, el surco nasolabial se profundiza.® Durante los sesenta, setenta
y ochenta hay una atrofia progresiva de tejidos blandos, mas una remodelacién 6sea maxilo-
mandibular que exacerba el envejecimiento facial. ” En los Ultimos afios ha aumentado la
demanda de pacientes que desean atenuar dichos signos.®

TRATAMIENTO PARA EL ENVEVECIMIENTO FACIAL

A lo largo del tiempo, se han utilizado distintos tratamientos para regenerar la piel envejecida,
pero han presentado una eficacia limitada y algunos efectos adversos.® Actualmente hay
materiales con mejor perfil de bioseguridad como el acido hialurénico.'® 12

En la actualidad, no hay un tratamiento convencional para el manejo de las arrugas o ritides
faciales. Asi, se han utilizado desde procedimientos quirdrgicos de suspension facial hasta “no
quirurgicos” generados por la industria farmacéutica con el fin de mejorar las estructuras
cutaneas que se van deteriorando. De esta manera, se han aplicado las siguientes terapéuticas
sin que alguna conforme el estandar de oro de manejo: 1) toxina botulinica,”™ 2) inyeccion
dérmica de microinjertos de grasa autdloga,' el &cido hialurénico’™ o dermis autdloga
inyectable,'® 3) laser o de luz pulsada intensa,'” 4) retinoides™ e 5) inyeccion de fracciones
sanguineas (ej. plasma rico en plaquetas)'®

Uno de los rellenos dérmicos actuales, mas utilizados es el acido hialurénico por su alto perfil de
bioseguridad y efecto inmediato de volumen.?° Con respecto al envejecimiento cutaneo, se sabe
éste disminuye con la edad?'. Asi, su aplicacion como forma de restituir dicha estructura se ha
vuelto comun, sin embargo sus costos son elevados y sus efectos pueden oscilar entre 6 meses
a un ario,?? casi el doble de duracion comparado a la colagena inyectable.?

Mas alla del efecto directo del acido hialurénico como relleno, aunado a la edad se observa que
los fibroblastos dejan de producir fibras de colagena tipo | y lll; esto es, se tornan inactivos
(fibrocitos), adoptan una forma redonda, y aun mas, producen metaloproteinasas que aumentan
la degradacién de la matriz restante. Los efectos benéficos de la aplicacion de acido hialurénico
son resultado de una interaccion mediada por receptor: Los fibroblastos se pueden unir a acido
hialurénico via varios receptores, incluyendo el de CD44, el receptor para la motilidad mediada
por hialuronato y otras moléculas de adhesion intercelulares.?* Dicha union puede generar
activacion celular, migracién, actividad inflamatoria y otros procesos. Aunado a esto, se ha
observado que el aumento de la tensibn mecanica en la matriz extracelular induce un
alargamiento de los fibroblastos y la estimulacion en la sintesis de colagena. Las inyecciones de
acido hialurénico inducen incremento en la produccion de colagena por alargamiento mecanico



de los fibroblastos, estimulacion de factores de crecimiento, inhibicion en la expresion de
metaloproteinasas asi como aumento en la induccién de factores inhibidores de las mismas?®

LA INGENIERIA TISULAR Y USO DE SUERO AUTOLOGO

La ingenieria tisular busca mejorar la funcion de los tejidos?®. Puede identificar, aislar y
manipular poblaciones celulares definidas para aumentar los procesos regenerativo y reparativo
mediante proliferacién y diferenciacion celulares.?”?¢ Dicha manipulacién se puede realizar con
moléculas, como los factores de crecimiento, embebidos en andamios o medios de cultivo que
también pueden usarse como vehiculos de aplicacion, como la solucién salina o el suero
sanguineo.?®3% De este Ultimo se prefiere el autdlogo por carecer de antigenicidad y evita el
riesgo de transmision de enfermedades infecciosas, ademas, ha tenido diferentes aplicaciones
en medicina®' 32 33, todas ellas y con efectos minimos, leves y de duracion corta en caso de su
aplicacion intradérmica (eritema, equimosis y edema)’*. Por dichas propiedades, el suero
autélogo en la ingenieria tisular, se usa como medio de cultivo celular y como vehiculo de
aplicacion, por ser seguro e inocuo.%

FIBROBLASTOS EN LA INGENIERIA TISULAR

Los fibroblastos son células que se encuentran en la piel (dermis) y en otros érganos. Son
criticos en el proceso de cicatrizacion de heridas. Ademas de producir proteinas de matriz
extracelular y la contractura de heridas, se sugiere que tiene la capacidad de “reprogramar” la
piel con el propdsito de rejuvenecerla 3¢

En el 2012, Castro (2012) realizdé un estudio experimental en cuatro ratas Winstar, en el que
aplicé fibroblastos junto con acido hialurénico y concluyé que este procedimiento es una técnica
segura en animales, por lo que, es posible manejar el mismo protocolo de aplicacion en seres
humanos.?¥’

INGENIERIA TISULAR APLICADA AL ENVEJECIMIENTO

Con respecto a la piel, los métodos de ingenieria tisular se han basado, por ejemplo en la
siembra de fibroblastos embebidos en andamios dérmicos naturales o sintéticos.3% La
aplicacion de fibroblastos en la dermis ya se ha propuesto como una nueva alternativa
terapéutica para atenuar los signos del envejecimiento cronoldgico o de fotoenvejecimiento.“C.
Sin embargo, no son faciles de conseguir comercialmente, por lo que su uso clinico se ha visto
limitado.*!

TERAPIAS ACTUALES CON FIBROBLASTOS

Los fibroblastos ya se han utilizado en diferentes patologias, solos o en combinacion con
queratinocitos, como sustitutos dérmicos biolégicos*?, por ejemplo, en el tratamiento de Ulceras
venosas*®. La inyeccion de fibroblastos autélogos cultivados se ha propuesto para el tratamiento
de padecimientos reconstructivos como piel quemada*, irradiada®, atrofia subcutanea*, asi
como patologias complejas como craneosinostosis, regeneracion tendinosa, cierre de defectos
pleurales y en ingenieria de ligamento cruzado anterior. Desde el punto de vista estético, se ha
propuesto como tratamiento de cicatrices de acné*’ y en pliegues periorbitarios*®, y a partir del
2011, fue aprobada por la Food and Drug Administration (FDA) como terapia para la atenuacion
de los pliegues nasolabiales*.
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INTRUMENTOS DE VALORACION DE ENVEJECIMIENTO CUTANEO

Los signos clinicos de envejecimiento deben ser graduados en una escala que refleje la
progresion.®® Existen diferentes bioinstrumentos que miden las caracteristicas de la piel en
estados basales y como sistemas de monitorizacion para terapias celulares.®'%253 Sin embargo,
en la practica clinica son poco utilizados por ser muy costosos (principal inconveniente).

El uso de la fotografia digital combinado con un analisis imagenoldgico es una herramienta
clinica sencilla y util para cuantificar la mejoria en arrugas y otras condiciones dermatoldgicas.
Lemperle, Holmes y Lempere G. (2001), presentaron un sistema de clasificacién para arrugas
faciales (de 0 —sin arrugas- a 5 —arruga muy profunda, pliegue redundante -) de 11 regiones
faciales diferentes: frente, region glabelar, labio superior, surco labiomental, cuello, lineas
preauriculares, mejillas, lineas periorbitarias, pliegues nasolabiales, pliegues de comisuras,
lineas de marionetas. Ademas mostraron una correlacion intraclase de 0.80.%*

Por lo anterior, el objetivo de esta investigacion fue comparar la disminucién de las arrugas
faciales con el tratamiento alternativo a base de fibroblastos autdlogos cultivados (FAC) en
suero autélogo vs solo la aplicacién de suero autélogo.

MATERIALES Y METODOS

Se realizé un ensayo clinico controlado, aleatorizado (doble ciego) con pacientes de la Clinica
“Contorno Corporal y Estética Facial”’, del servicio de Cirugia Plastica del Hospital “Dr. Manuel
Gea Gonzalez’, que desearon también algun procedimiento no quirlrgico que mejorara la
estética facial, principalmente, disminucion de arrugas faciales. Se compardé la disminucion de
las arrugas faciales con el tratamiento alternativo de fibroblastos autélogos cultivados (FAC) en
suero autélogo (grupo 1) vs solo la aplicacion de suero autdlogo (grupo 2).

El calculo de tamano de muestra se obtuvo por metodologia de comparacién de
proporciones, con una seguridad del 95% y un poder del 80%, requiriendo 42 pacientes por
grupo, tomando los datos publicados por Nilforoushzadeh, Siadat y Nars (2010).#¢ Sin
embargo, dado el costo elevado de la intervencion, se decidié considerar realizar un analisis
interim para evaluar la efectividad de la intervencion, con 20 pacientes para cada grupo.

Se incluyeron mujeres y hombres de 40 a 60 afios, con grados 2 o 3 segun la escala de
Glogau, que aceptaron participar en el estudio (mediante consentimiento informado).

Se excluyeron aquellos pacientes con alguna de las siguientes caracteristicas: fumadores,
pacientes con enfermedades genéticas hereditarias ligadas a la sintesis de matriz
extracelular. ligadas a los fibroblastos, enfermedades de la colagena (Fibromiositis), incluso
cicatrizacién patoldgica tipo queloide, datos de hipersensibilidad de contacto o de alguna otra
patologia del sistema inmune, enfermedades inmunoldgicas reactivas cutaneas como psoriasis
o pénfigo, cancer, en particular algun linfoma cutaneo o sarcomas de partes blandas,
aquellos con alguna enfermedad inmunodepresiva. Si se encontraban en periodos de embarazo
o lactancia. Carcinomas basocelular y epidermoide, Diabetes mellitus y/o Hipertension Arterial
Sistémica no controladas o Infecciones cutaneas o sistémicas.
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Los criterios de eliminacion fueron: que las muestras cutaneas para obtencién de fibroblastos
hubieran presentado alguna complicacién al momento de su procesamiento (falta de
crecimiento de fibroblastos o contaminacion de la muestra); que los pacientes no se presenten
a alguna de sus aplicaciones o acudan de forma inconstante a sus citas mensuales; que no
respondieran a llamados o no haberse presentado a los estudios fotograficos o que hubieran
deseado en cualquier momento dejar de participar en el estudio.

DESCRIPCION DE PROCEDIMIENTOS:

Se realiz6 una historia clinica completa y el estudio se dividié en tres fases:

Fase I: Recoleccién de tejido para cultivo de fibroblastos, el cual consiste en:

1) Llenado de consentimiento informado.

2) Colecta de aproximadamente 30 cc de sangre en tubos rojos (utiles por no contener algun
aditivo o anticoagulante que modifique la sangre y derivados). Dicha muestra se centrifugé
posteriormente para obtencién de suero, el cual sirvi6 como vehiculo para la aplicacién
posterior de los fibroblastos.

3) Toma de muestra de cultivo de fibroblastos:

a.

b.

Asepsia y antisepsia con clorhexidina, colocacién de campos quirdrgicos en regién
inguinal izquierda o derecha.

Aplicacién de1 cc de anestesia local (lidocaina 2% con epinefrina 1:10,000) con
jeringa y aguja de insulina. La toma de la muestra cutanea fue sobre pliegue
inguinal, con sacabocado desechable de 0.5 cm, de espesor total (a pesar de incluir
tejido celular subcutaneo, éste se desechd y solo se preservo epidermis y dermis).
Inmediatamente, la muestra cutanea fue depositada en tubo con medio de cultivo
RPMI estéril y colocada en refrigeracion a 4° para su posterior traslado a la Facultad
de Medicina.

En la zona donante se verific6 hemostasia, y debido su tamano, el cierre primario se
realizé con afrontamiento de los bordes cutaneos con tela adhesiva, sin necesidad
de aplicacion de suturas.

Fase II: Procesamiento de las muestras:

4) Ese mismo dia, bajo sistema frio, se trasladaron las muestras debidamente identificadas y
etiquetadas a la Facultad de Medicina C.U. en el area de Biologia Celular y Tisular, para su
procesamiento, que en general consistié en:

a.

b.

Vigilancia de las muestras por 24 horas, para descartar contaminacién de las
muestras por crecimiento fungico o bacteriano.

Aquellos pacientes que fueron asignados al grupo sin intervencién (aplicacion sélo
de suero autdlogo): sus muestras cutaneas fueron almacenadas y congeladas para
ser procesadas y aplicadas, una vez terminado el ensayo clinico controlado.

Bajo condiciones estériles y de bioseguridad, con uso de cabina de flujo laminar, las
muestras se prepararon para procesos de digestion tisular con dispasa para retirar a
la epidermis y colagenasa para obtener a los fibroblastos. Los fibroblastos se
colocaron en botellas de 75 cm? y se les afadieron diferentes factores de
crecimiento para su activacion y cultivo (EFG, FGF)%. Después de 1 mes de cultivo
en esas condiciones, los fibroblastos fueron cosechados y el numero de ellos se
ajustd a 15 x10° células por ml de suero autdlogo (de cada paciente) para su
aplicacion intradérmica.

Este proceso se realizé dos veces mas, de tal modo que a cada paciente se le
aplicaron 9 mL en 3 meses, es decir, 3 mL cada mes.
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Fase lll: Aplicacion de los fibroblastos autdlogos cultivados en suero autélogo o sélo
suero autologo:

1)

2)

5)

Se delimitaron las zonas de aplicacién en la regién facial con especial énfasis en las
regiones: frontal, glabelar, palpebrales laterales, labio superior, comisuras labiales,
mejillas, surcos nasolabiales, nasoyugal (linea marioneta) y labiomental.

Los fibroblastos fueron suspendidos con suero autdlogo obtenido de la muestra
sanguinea ya comentada, y listos para su aplicacion, en jeringas de insulina
etiquetadas y agujas ultradelgadas. Al grupo sin intervencion se le aplicé en esta
fase so6lo suero autélogo. La aplicacién fue intradérmica en dermis media, con
técnica punto a punto o retrolineal, esta ultima en area de surcos, segun lo amerito el
caso.

Fueron 3 sesiones separadas cada una por 1 mes, donde al total de las 3 sesiones
se aplicaron 9 mL, con un total de 135 millones de fibroblastos.

A los participantes se les tomaron fotografias digitales homogeneizadas (fondo azul,
basados en los principios fotograficos para la valoracion con la escala de Lemperle,
incluyendo que éstas sean sin maquillaje u otro aditamento topico que pueda
modificar su valoracion y obviamente, sin modificacién de las mismas con algun
programa computacional). Dichas fotografias fueron tomadas un dia antes de la
primera aplicacién (basal), y al 2° 4° y 5° meses posteriores a la aplicacion del
primer vial. Total 4 sesiones fotograficas. Ademas, posterior a cada sesion
fotografica, a cada paciente se le realizé una valoracién dermatoldgica dirigida,
(siempre por la misma dermatéloga, desconociendo el tipo de tratamiento aplicado a
cada paciente), donde se obtuvieron los siguientes datos: Edad, sexo, fototipo segun
Fitzpatrick, clasificacion de Glogau, escala Lemperle (sin clasificar lineas de cuello ni
preauriculares). Valoracidon cutdnea de 3 aspectos: firmeza (asignando una
clasificacion desde 1 - flacidez completa- hasta 5 —muy firme), suavidad (1 —muy
dura- hasta 5 —muy suave-), hidratacion (1 —piel seca- hasta 5 —muy hidratada-).
Finalmente se usé una escala de autosatisfaccion cutanea facial antes y después
del tratamiento (a 5 meses de la aplicacion inicial) en los siguientes rubros: a)
disminucion de arrugas, b) firmeza, c) suavidad e d) hidratacion.

Dada la naturaleza del disefio del estudio se medié la seguridad de las
intervenciones, en donde se midieron los posibles efectos adversos mediante un
diario de reporte (mensual) que llenaron todos los pacientes incluidos y que fue
entregado en cada cita. Ademas de que dentro de las valoraciones dermatoldgicas
se preguntd a cada paciente si presentoé algun efecto adverso.

En el andlisis bivariado se compararon las caracteristicas clinicas de la piel (arrugas, firmeza,
suavidad, hidratacion y satisfaccion de los pacientes) entre el grupo de intervencion y el grupo
placebo mediante pruebas exactas de Fisher, y en el grupo de intervencién se aplicé ademas
la prueba no paramétrica de rangos con signo de Wilcoxon.

Asimismo se reportaron las frecuencias y proporciones de los eventos adversos presentados.
Para el procesamiento de la informacion se elabor6 una base de datos en Excel de Microsoft, y
el analisis estadistico se realizé con el paquete computacional Statistical Package for the Social
Sciences (SPSS22.0).
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RESULTADOS

Se incluyeron 40 pacientes, 20 por grupo, con asignacién al azar. El promedio de edad para el
grupo de intervencion fue de 48.1 + 4.95 anos, (min-max 40-a 57 afios). El promedio de edad
para el grupo sin intervencion fue de 51 + 5.25 afnos (min-max 41-a 60 afos). Se describen el
resto de las caracteristicas demograficas en el cuadro 1:

CUADRO 1: CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS

GRUPO INTERVENCION (FAC)* GRUPO NO INTERVENCION (SUERO)
Caracteristica N =20 % Caracteristica N =20 %
Femenino 18 90 Femenino 20 100

Masculino 2 10

Fitzpatrick 2 2 10 Fitzpatrick <2 5 25
Fitzpatrick 3 7 35 Fitzpatrick 3 8 40
Fitzpatrick 4 11 55 Fitzpatrick 4 5 25
Fitzpatrick 5 2 10
Glogau 2 7 35 Glogau 2 4 20
Glogau 3 13 65 Glogau 3 16 80

e *FAC: Fibroblastos Autélogos Cultivados en Suero Autélogo
e No hubo diferencias estadisticamente significativas en sexo, fototipo Fitzpatrick o escala de Glogau entre
los grupos tratados con FAC y aquellos tratados con suero.

El cuadro 2 resume la presencia basal de arrugas por grupo de intervencién, en los puntos
faciales anatomicos donde posteriormente se realizé la aplicacion subcutanea de fibroblastos o
de suero.

CUADRO 2: PRESENCIA DE ARRUGAS —BASALES-
GRUPO INTERVENCION (FAC)*  GRUPO NO INTERVENCION (SUERO)

Sitio N =20 % N =20 %
Frente 12 60 17 85
Glabela 19 95 18 90
Canto derecho 20 100 20 100
Canto izquierdo 20 100 20 100
Labio 9 45 7 35
Comisura 20 100 20 100
derecha
Comisura 20 100 20 100
izquierda
SNL derecho 20 100 20 100
SNL izquierdo 20 100 20 100
Mejilla derecha 5 25 5 25
Mejilla izquierda 5 25 5 25
Linea Marioneta 9 45 15 75
Derecha
Linea Marioneta 8 40 18 90
Izquierda
Surco 13 65 18 90
labiomental
Efélides 16 80 18 90
Melasma 13 65 10 50

* FAC: Fibroblastos Autdlogos Cultivados en Suero Autélogo SNL= Surco Naso Labial
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El cuadro 3 resume cuantos pacientes presentaron o no mejoria, segun la valoracion
dermatolégica, acorde al sitio anatomico, desde la medicion basal (12 valoracién) en
comparacion al 50 mes (42 valoracion) posterior a la aplicacion subcutanea de fibroblastos o de
suero; por ello se aplico la prueba estadistica Exacta de Fisher, ya que el tamafio de la muestra
es reducido (menos de 30 pacientes en cada grupo)

CUADRO 3: PRESENCIA DE MEJORIA DE ARRUGAS —-BASALES VS 5° MES-

SITIO GRUPO GRUPO NO **P con IC
INTERVENCION INTERVENCION (SUERO) 95%
ANATOMICO (FAC)*N =20 N =20
Mejoria No Mejoria Mejoria No Mejoria
Frente 11 9 2 18 0.005
Glabela 17 3 18 <0.0001
Canto derecho 18 2 3 17 <0.001
Canto izquierdo 19 1 2 18 <0.001
Labio 7 13 1 19 <0.05
Comisura 18 2 3 17 <0.001
derecha
Comisura 18 2 3 17 <0.001
izquierda
SNL derecho 19 1 2 18 <0.0001
SNL izquierdo 19 1 1 19 <0.0001
Mejilla derecha 5 15 0 20 0.02
Mejilla izquierda 5 15 0 20 0.02
Linea Marioneta 7 13 1 19 0.043
Derecha
Linea Marioneta 7 13 1 19 0.043
Izquierda
Surco 12 8 1 19 <0.001
labiomental

* FAC: Fibroblastos Autdlogos Cultivados en Suero Autélogo;  SNL= Surco Naso Labial
**Prueba Exacta de Fisher

El cuadro 4 resume cuantos pacientes presentaron o no mejoria, segun la valoracion
dermatoldgica, acorde a caracteristicas cutaneas, como firmeza, suavidad e hidratacion, desde
la medicién basal (12 valoracién) en comparacién al 50 mes (42 valoracién) posterior a la
aplicacion subcutanea de fibroblastos o de suero; por ello se aplicé la prueba estadistica Exacta
de Fisher, ya que el tamafio de la muestra es reducido (menos de 30 pacientes en cada grupo)

CUADRO 4: PRESENCIA DE MEJORIA EN: FIRMEZA, SUAVIDAD E HIDRATACION —
VALORACIONES DERMATOLOGICAS BASALES VS 5° MES-

CARACT[ERISTICA GRUPO GRUPO NO INTERVENCION *P con IC 95%
CUTANEA INTERVENCION (SUERO) N =20
EVALUADA (FAC)* N =20
Mejoria No Mejoria Mejoria No Mejoria
Firmeza 20 0 9 11 <0.0001
Suavidad 20 0 6 14 <0.0001
Hidratacion 19 1 7 13 <0.0001

* FAC: Fibroblastos Autdlogos Cultivados en Suero Autélogo
**Prueba Exacta de Fisher
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El cuadro 5 resume cuantos pacientes notaron alguna mejoria, como parte de la escala de
autosatisfaccion, acorde a caracteristicas cutaneas, como arrugas, firmeza, suavidad
hidratacién y pigmentacion, desde la medicion basal (12 valoracién) en comparacion al 50 mes
(4? valoracion) posterior a la aplicacion subcutanea de fibroblastos o de suero. También se
aplicé la prueba estadistica Exacta de Fisher.

CUADRO 5: PRESENCIA DE MEJORiA EN: ARRUGAS, FIRMEZA, SUAVIDAD, HIDRATACION Y
PIGMENTACION —AUTOSTISFACCION BASAL VS 5° MES-

CARACTERISTICA GRUPO GRUPO NO INTERVENCION *P con IC 95%
CUTANEA INTERVENCION (SUERO) N = 20
EVALUADA (FAC)* N =20
Mejoria No Mejoria Mejoria No Mejoria
Arrugas 17 3 12 8 0.093
Firmeza 19 1 6 14 <0.0001
Suavidad 19 1 8 12 <0.0004
Hidratacion 20 0 19 1 0.48
Pigmentacion 17 3 6 14 <0.0001

* FAC: Fibroblastos Autdlogos Cultivados en Suero Autélogo
**Prueba Exacta de Fisher

El cuadro 6 se realizé usando la prueba no paramétrica de rangos con signo de Wilcoxon, con
la finalidad de determinar si en realidad hubo mejoria (diferencia) entre las valoraciones
dermatoldgicas del grupo de intervencion, antes y después del tratamiento.

CUADRO 6: PRUEBA DE RANGOS CON SIGNO DE WILCOXON EN GRUPO INTERVENCION, SEGUN LAS
VALORACIONES DERMATOLOGICAS —BASALES VS 5° MES-

SITIO P con IC SITIO P con IC 95%
ANATOMICO 95% ANATOMICO
Y CARACTERISTICA Y CARACTERISTICA
Frente 0.002 Glabela <0.0001
Canto derecho <0.001 Canto izquierdo <0.001
Labio <0.011 Surco labiomental 0.001
Comisura <0.0001 Comisura izquierda <0.0001
derecha
SNL derecho <0.0001 SNL izquierdo <0.0001
Mejilla derecha 0.025 Mejilla izquierda 0.025
Linea Marioneta 0.014 Linea Marioneta 0.014
Derecha Izquierda
Efélides 0.001 Melasma 0.003
Firmeza <0.0001 Suavidad <0.0001
Hidratacion <0.0001 SNL= Surco Naso Labial
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El cuadro 7 se realizé usando la prueba no paramétrica de rangos con signo de Wilcoxon, con
la finalidad de determinar si en realidad hubo mejoria (diferencia) entre la escala de
autosatisfaccion del paciente, antes y después del tratamiento.

CUADRO 7: PRUEBA DE RANGOS CON SIGNO DE WILCOXON EN EL GRUPO DE INTERVENCION,
ACORDE A LA ESCALA DE AUTOSATISFACCION DEL PACIENTE —BASALES VS 5° MES-

CARACTERISTICA **P con IC 95%
Arrugas <0.0001
Firmeza <0.0001

Suavidad <0.0001
Hidratacion 0.285
Pigmentacion <0.0001

Finalmente, el cuadro 8 resume los eventos adversos reportados por los pacientes en ambos,
basicamente todos fueron catalogados como leves, sin requerir algun medicamento para su
resolucion. Una paciente en el grupo de no intervencion reportd eritema facial transitorio al 10°
dia, no asociado a fiebre ni alguna zona indurada, se mantuvo en vigilancia, sin embargo no
volvié a presentarse. El edema se presenté en el 100% de las pacientes, en ambos grupos,
debido al tipo de inyeccion (dérmica); sin embargo, la resolucién del mismo se encontré en
transcurso de las siguientes dos horas después de la aplicacion. Las areas equimaticas fueron
reportadas principalmente en cantos oculares externos justo al momento de la aplicacion de la
inyeccién; dichas areas se contuvieron con presién local, y su resolucion fue dentro de los
primeros 5 dias.

CUADRO 8: EVENTOS ADVERSOS

GRUPO INTERVENCION (FAC)* GRUPO NO INTERVENCION (SUERO)
Caracteristica N =20 % N =20 %
**Eritema 0 0 1 5
**Equimosis 3 15 2 10

***Edema 20 100 20 100

* FAC: Fibroblastos Autdlogos Cultivados en Suero Autélogo

**En sitios de puncion.

*** E] 100 % de las pacientes presentd edema del sitio de puncion, sin embargo, fue pasajero y resolvié en
el transcurso de maximo 2 hrs después de la aplicacién
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Se presentan las fotos de algunas pacientes de ambos grupos:

Foto 1 Paciente femenino 48 afos, Grupo no intervencion (Sdlo suero autélogo) Justo Previo a
tratamiento. Del archivo fotografico de esta investigacion.

Foto 2 Paciente femenino 48 afos, Grupo no intervencion (Solo suero autélogo) 5 meses
después tratamiento. Del archivo fotografico de esta investigacion
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Foto 3 Paciente femenino 47 anos, Grupo no intervencion (Sélo suero autélogo) Justo Previo a
tratamiento. Del archivo fotografico de esta investigacion.

Foto 4 Paciente femenino 47 anos, Grupo no intervencion (Solo suero autélogo). A 5 meses del
tratamiento. Del archivo fotografico de esta investigacion.
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Foto 5 Paciente femenino 52 afos, Grupo no intervencion (Solo suero autélogo) Justo Previo a
tratamiento. Del archivo fotografico de esta investigacion

Foto 6 Paciente femenino 52 afos, Grupo no intervencion (Sélo suero autélogo). A 5 meses del
tratamiento. Del archivo fotografico de esta investigacion.
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Foto 7 Paciente femenino 44 anos, Grupo intervencion (Fibroblastos autdlogos cultivados en
suero autélogo). Justo previo a tratamiento. Del archivo fotografico de esta investigacion.

Foto 8 Paciente femenino 44 afios, Grupo intervencién (Fibroblastos autdlogos cultivados en
suero autdlogo). A 5 meses del tratamiento. Del archivo fotografico de esta investigacion.
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Foto 9 Paciente femenino 54 anos, Grupo intervencion (Fibroblastos autélogos cultivados en
suero autdlogo). Justo previo a tratamiento. Del archivo fotografico de esta investigacion

Foto 10 Paciente femenino 54 afos, Grupo intervencion (Fibroblastos autdlogos cultivados en
suero autdlogo). A 5 meses del tratamiento. Del archivo fotografico de esta investigacion.
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Foto 11 Paciente femenino 56 afos, Grupo intervencion (Fibroblastos autélogos cultivados en
suero autélogo). Justo previo al tratamiento. Del archivo fotografico de esta investigacion.

Foto 12 Paciente femenino 56 afos, Grupo intervencion (Fibroblastos autélogos cultivados en
suero autélogo). A 5 meses del tratamiento. Del archivo fotografico de esta investigacion.
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DISCUSION

Los fibroblastos autdlogos cultivados son una terapia incluso aprobada por la FDA para la
disminucién o atenuacion de pliegues nasolabiales; en México, esta investigacién es la primera
en mostrar su eficacia y seguridad como terapia alternativa en la disminucién o atenuacién, no
sblo de dichos pliegues, sino también en el resto de arrugas faciales. Las caracteristicas
demograficas se muestran en el cuadro 1.

Como ya ha sido comentado, y basandose en que no existe un tratamiento convencional para
las arrugas faciales, se han utilizado diferentes métodos para la atenuacién de arrugas
cutaneas, incluyendo la aplicacion intradérmica de fibroblastos en combinacion con otras
sustancias (como acido hialurénico). A pesar que en nuestro pais existen laboratorios que
ofrecen la aplicacion combinada de acido hialurénico con fibroblastos autélogos combinados,
como terapia de rejuvenecimiento facial, no existia evidencia cientifica en la poblacion
mexicana, ni como terapia unica (fibroblastos autdlogos cultivados) ni combinada (fibroblastos
autélogos cultivados mas acido hialurénico). De ahi la importancia de esta investigacion.

En cuanto a la terapia combinada (basandose en interaccion mecanica y mediada por receptor
de fibroblastos — acido hialurénico), se desconoce aun si el efecto es por el componente celular
0 por la accion mecanica del relleno anadido. Los resultados obtenidos en este trabajo
muestran con significancia estadistica que no hay necesidad de uso de acido hialurénico en la
terapia de fibroblastos autélogos cultivados, ya que por si mismos generan una mejoria
significativa en la disminucién de arrugas faciales (cuadros 3 y 6; fotos 7 a 12). También se
observd mejoria significativa en caracteristicas cutaneas como firmeza, suavidad e hidratacion,
reflejado en la autopercepcion del paciente y en las valoraciones dermatoldgicas seriadas
(Cuadros 4 a 7).

El calculo de muestra inicialmente se basé considerando los datos reportados por Smith RS y
colaboradores (2012)%® quienes reportaron en su estudio multicéntrico, que el 75% de los
pacientes tratados con fibroblastos autdlogos y el 48% de los pacientes con suero mejoraron
clinicamente el aspecto de las arrugas en el area nasolabial utilizando escalas clinicas como la
que se utilizd en éste proyecto por los evaluadores cegados al tipo de tratamiento. Con la
misma metodologia de comparacién de proporciones, habrian sido necesarios 75 pacientes por
grupo, sin embargo, por lo comentado en la seccion de materiales y métodos, fue necesario
realizar un andlisis interim, obteniendo resultados estadisticamente significativos, a favor del
tratamiento propuesto en esta investigacion.

En nuestra metodologia inyectamos aproximadamente 135 millones de fibroblastos cultivados
por paciente, en un total de 3 sesiones. Autores como Nilforoushzadeh, Siadat y Nars (2010)
con el objetivo de describir el porcentaje de atenuacién de arrugas en pliegues nasolabiales,
inyectaron un total de 40 millones de fibroblastos por paciente (20 pacientes), reportando una
mejoria media (atenuacion) de dichas arrugas de 41 + 13% (minimo de 20% y maximo 60%).4¢
También usaron suero autdlogo para cultivo. Esto es, casi un cuarto de nuestra dosis seria
usada solo para el manejo de los pliegues nasolabiales. Con la cantidad de fibroblastos
utiizada en este estudio, suspendida en 9 mililitros de suero autdlogo, permitié aplicar
adecuadamente y de forma homogénea en multiples sitios de ritidez facial, para un manejo
integral.

Por otra parte, Ega, Pinto, de Pinho, Mazzeti y Odo (2012), mediante un ensayo clinico, con el
objetivo de valorar la reparacion de piel con datos de envejecimiento facial, aplicaron
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fibroblastos autdlogos cultivados en suero al 20%, a 5 pacientes de entre 45 y 65 afios, en
arrugas finas y gruesas (en frente, perioral, nasolabial, mentén y periorbitarias) y lo compararon
con 3 pacientes a los que se les administré solucion salina amortiguada con fostatos en las
mismas zonas. A los 6 meses después de completar el tratamiento. Concluyeron que existe
una mejoria significativa en la flacidez cutanea periorbitaria pero sin mostrar mejoria en el resto
de lineas de expresion tanto finas como profundas.®” La presente investigacién se realizd con
dos grupos de 20 pacientes cada uno. En ambos grupos se muestra que el uso de suero
autélogo como medio de cultivo y como vehiculo para la aplicacion de fibroblastos autélogos,
s6lo presentaron reacciones locales minimas y de duracién corta, principalmente eritema,
equimosis y edema (Cuadro 8). Aunado a los beneficios de no generar reacciones de
hipersensibilidad por rechazo, no favorecer la posibilidad de transmision de enfermedades
infecciosas ni la formacién de granulomas.®® En aquellos pacientes del grupo sin intervencion,
simplemente no hubo cambios en los parametros antes medidos (fotos 1 a 6). Se trata entonces
de una terapia segura con soporte basico para su uso clinico.*®

Un dato importante en este estudio es que la aplicacion de fibroblastos también disminuyé la
presencia de hiperpigmentacion facial (efélides, melasma) de forma significativa (cuadros 6y 7;
fotos 7 y 8). Aun falta determinar el mecanismo exacto por el cual una célula dérmica como es
el fibroblasto, pueda interactuar con una epidérmica, como el melanocito, para regular la
sobreproduccion de melanina y/o mejorar su microambiente.

CONCLUSIONES

Este es el primer estudio de este tipo en poblacibn mexicana que demuestra que los
fibroblastos autdlogos cultivados en suero autélogo son una alternativa excelente y segura en el
manejo de arrugas faciales, por sus efectos duraderos calculados a casi 6 afios, aunado a la
mejoria de caracteristicas cutaneas como hidratacion, firmeza, suavidad e hiperpigmentacion.
El cultivar células autélogas en un medio también autdélogo (suero) y su posterior aplicacion
dérmica con el objetivo de que los fibroblastos generen proteinas de matriz extracelular in situ,
en lugar de aplicar solamente proteinas de matriz extracelular, es una mejor opcion para
atenuar los signos del envejecimiento cutdneo como las arrugas y lineas de expresion.

CONSIDERACIONES ETICAS

El protocolo fue aprobado por los comités de Investigacion y Etica en Investigacion, del Hospital
General “Dr. Manuel Gea Gonzalez”’, bajo el numero 05-62-2015. Todos los pacientes
participaron bajo consentimiento informado y firmado, el cual también fue aceptado por dichos
comités. Este estudio se ajusto a lo estipulado en las Buenas Practicas Clinicas y sus principios
que tienen sus origenes en la Declaracién de Helsinki (Seoul, Korea, 2008). También sigue con
las disposiciones contenidas en la Ley General de Salud, Titulo Quinto “Investigacion para la
Salud”, Capitulo Unico, articulo 100, fraccién IV. Todos los procedimientos estan de acuerdo
con lo estipulado en el Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Investigacion
para la Salud, Titulo Segundo “De los Aspectos Eticos de la investigacion en Seres Humanos”
Capitulo |, Disposiciones Comunes:

e Articulo 13, que sefala que en toda investigacion en la que el ser humano sea sujeto de
estudio, deberan prevalecer el criterio del respeto a su dignidad y la proteccion de sus
derechos y bienestar.

e Articulos 14 fraccion V, 20, 21 y 22 de dicho Reglamento

e Articulo 17, fraccion lll: Se considera ésta una Investigacion con riesgo mayor que el
minimo, ya que incluye procedimientos quirurgicos y control con placebos.
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