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Els receptors acoblats a proteina G, com els adrenoreceptors, juguen un paper clau en
la comunicaci6 cel-lular, permetent a les cel-lules detectar senyals externes a través
d'hormones o neurotransmissors. Els receptors adrenérgics sén la diana,
principalment, de l'adrenalina i la noradrenalina, ambdues catecolamines. Els
antagonistes dels beta-adrenoreceptors s’estan demostrant eficagos actualment en
moltes alteracions dérmiques, com per exemple hemangioma, a banda de moltes altres
aplicacions terapéutiques ja demostrades, com afeccions cardiaques, glaucoma o la
incontinéncia. Entre les aplicacions dermatologiques sota estudi, recentment s’ha
observat que aquest tipus de farmacs poden demostrar una gran eficacia en la curacid
de ferides croniques.

Donat Il'interés d'un grup de recerca multidisciplinari com el TR2Lab en la regeneracid
de teixits i, en particular, la curacio de ferides croniques, I’objectiu d’aquest treball és
aportar evidéncies bibliografiques, basades en publicacions de recerca, assajos clinics
1 patents, dels efectes dels farmacs blocadors dels adrenoreceptors B per tal de
determinar la idoneitat d’aquests productes en la curaci6 de ferides. Aixi doncs, aquest
treball es basa en la recerca bibliografica d'evidéncies dels efectes dels farmacs
blocadors dels adrenoreceptors beta tant a nivell cel-lular i molecular com a nivell
fisiologic 1 clinic per tal de determinar quin és el paper i el mecanisme d’aquests
productes en la curacié de ferides. Tanmateix, es vol mostrar un dels procediments
experimentals més utilitzats en I’ambit de cultius cel-lulars, per tal de proposar-lo en
aquest treball com a metodologia per la recerca basica pel descobriment del
tractament més efica¢c en la curacié de ferides dintre de ’entorn del TR2Lab,
mitjancant una petita part experimental.

En conclusio, s’ha evidenciat que I’administracié dels blocadors d’adrenoreceptors 3
redueix tant la resposta inflamatoria local com els nivells de metal-loproteinases,
millora la contraccid de les ferides, el desenvolupament del teixit de granulacio, la
deposicié de col-lagen, I'angiogenesi resultant en un tractament innovador menys
invasiu, doloros i costds, 1 més segur i rapid. Aixi doncs, aquest treball dona suport a
I’Gs dels antagonistes B adrenérgics per al tractament de ferides de diferents
etiologies. Tot 1 aix0, encara és necessaria més recerca per a millorar i optimitzar
I’eficacia d’aquests tractaments i determinar els mecanismes moleculars que poden
afavorir o disminuir ’efecte dels blocadors d’adrenoreceptors f a la curacid de
ferides, tant a nivell basic com a nivell clinic, sent ambdos aspectes un possible topic
de recerca abordable en I’ambit del grup de recerca del TR2Lab.
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G-protein-coupled receptors, such as adrenoreceptors, play a key role in cell
communication, allowing cells to detect external signals through hormones or
neurotransmitters. Adrenergic receptors are the target, mainly of adrenaline and
norepinephrine, both catecholamines. The beta-adrenoreceptor antagonists are currently
being shown to be effective in many dermal alterations, such as the haemangioma, in
addition to many other therapeutic applications already proven, such as heart afflictions,
glaucoma or incontinence. Among dermatological applications under study, recently it
has been observed that these types of drugs can prove to be very effective in healing
chronic wounds.

Given the interest of a multidisciplinary research group such as TR2Lab in the
regeneration of tissues and, in particular, the treatment of chronic injuries, the objective
of this end-of-degree project is to provide bibliographic evidence, based on publications
of research, clinical trials and patents, the effects of beta-blocking drugs in order to
determine the suitability of these products in the treatment of wounds of different
aetiologies. Thus, this work is based on the bibliographic research of evidence of the
effects of beta-blocking drugs both at the cellular and molecular level and at the
physiological and clinical level in order to determine the role and mechanism of these
products in the wound healing. However, one of the most commonly used experimental
procedures in the field of cell cultures is shown, in order to propose it in this work as a
methodology for basic research for the discovery of the most effective treatment in wound
healing within the environment of the TR2Lab, through a small experimental part.

In conclusion, it has been shown that beta-blocker administration reduces both local
inflammatory response and metalloproteinase levels, improves wound contraction,
granulation tissue development, collagen deposition and angiogenesis resulting in a less
invasive, painful and costly innovative treatment, safer and faster. Therefore, this work
supports the use of adrenergic B antagonists for the treatment of wounds of different
aetiologies. However, more research is still needed to improve and optimize the
effectiveness of these treatments and determine the molecular mechanisms that can
favour or decrease the effect of B adrenoreceptor blockers on wound healing, both at the
basic and clinical level, which are a possible topic of research that can be tackled in the
field of the research group of the TR2Lab.
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1. INTRODUCCIO

La funcid principal de la pell és servir de barrera protectora contra el medi que ens
envolta, per tant, la perdua de la integritat d’aquesta barrera, com a conseqiiéncia d’una
lesi6 o d’una malaltia, pot provocar conseqiiencies molt greus, i en alguns casos fins i tot
la mort. Un dels problemes clinics principals en I’actualitat és la curacid de ferides
croniques. Aquest tipus de ferida es caracteritza per no seguir un curs normal en
I’evolucio de la curacid, donats diferents factors com la insuficiéncia venosa o arterial, el
trauma repetitiu de la neuropatia o la pressido prolongada. Un clar exemple de ferida
cronica podrien ser les ulceres per pressio i cisalla, incloses dins de la tipologia d’tlceres
relacionades amb la dependéncia. Aquestes es caracteritzen per presentar una area de
necrosi a la pell sobre una prominéncia 0ssia com a conseqiiéncia de la compressié de
teixits tous contra una superficie dura durant un temps suficientment llarg per induir
isquémia local. El tractament de les ferides croniques pot arribar a ser molt costos
economicament, a més a més de requerir temps i dificilment s’aconsegueixen els resultats
desitjats. També s’ha de tenir en compte que la majoria de tractaments actualment resulten
molt invasius i dolorosos. I aquest repte no només existeix en aquest tipus de ferides, sind
que tamb¢ hi podem incloure les cremades. Aquestes, no només presenten dificultats a la
cura, sind que també son considerades lesions greus que estimulen una resposta
inflamatoria sistémica que causa complicacions sistémiques en els pacients.

Els receptors acoblats a proteina G (GPCRs) juguen un paper clau en la comunicaci6
cel-lular, permetent a les cél-lules detectar senyals externes a través d'hormones o
neurotransmissors. Recentment, Robert J. Lefkowitz i Brian K. Kobilka van ser premiats
amb el Premi Nobel de quimica (2012) pel seu treball pioner sobre un GPCR prototip, els
beta-adrenérgics (BARs). Aquests receptors, ampliament distribuits per tot el cos, son la
diana de certes catecolamines, principalment l'adrenalina i noradrenalina. Els agonistes
adrenergics 1, especialment, els antagonistes (blocadors d’adrenoreceptors B) dirigits als
B-adrenoreceptors son actualment terapies de primera linia per a moltes alteracions
cardiovasculars i dermatologiques. No obstant, recentment s’ha observat que aquest tipus
de farmacs poden demostrar una gran eficacia en la curacid de ferides, d’entre les quals
s’inclouen ferides croniques i cremades, que és on rau l'interés del grup de recerca
TR2Lab.

2. OBJECTIUS

Donat l'interés d'un grup de recerca multidisciplinari com el TR2Lab en la regeneracio6 de
teixits i la curacid de ferides croniques, I’objectiu general d'aquest treball de fi de grau és
aportar evidencies bibliografiques i proposar noves linies de recerca basades en els efectes
dels farmacs blocadors d’adrenoreceptors P per tal de determinar la idoneitat d’aquests
productes en la curaci6 de ferides en el si de la recerca del TR2Lab. Amb aquest objectiu
es realitzara una recerca bibliografica d'evidencies dels efectes dels farmacs blocadors
d’adrenoreceptors B3 tant a nivell molecular com a nivell fisiologic i clinic, que permetra
determinar quin és el paper i el mecanisme d’accid d’aquests productes en la curacio de
ferides, aixi com les innovacions que es podrien desenvolupar a nivell cientific per aportar
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nou coneixement en I’ambit d’una recerca basica i aplicada. Aixi doncs, els objectius
especifics d’aquest treball son:

1. Realitzar una recerca bibliografica per tal de trobar mecanismes moleculars i
farmacologics que evidenciin els efectes dels blocadors d’adrenoreceptors B a la
curacio de ferides.

2. Avaluar la utilitzacié d’un metode experimental on es mostri part de la
metodologia per la recerca basica en la curacié de ferides dintre de I’entorn del
TR2Lab.

3. Aportar noves idees per millorar la recerca en I'ambit de la curacié de ferides
utilitzant blocadors d’adrenoreceptors B.

4. Fer un treball que serveixi de guia informativa al TR2Lab per a la recerca dels
efectes dels blocadors d’adrenoreceptors B i el seu Us.

3. CONTEXT
3.1 ELS ADRENORECEPTORS

Els adrenoreceptors son una classe de receptors associats a la proteina G, els quals
son activats per catecolamines com 1’adrenalina (epinefrina) i noradrenalina
(norepinefrina). La familia del receptor adrenérgic inclou nou subtipus genics
diferents: tres B (B1, B2, B3), tres al (ala, alb i ald) i tres a2 (0a2A, a2B i 02C).
Els receptors adrenérgics, i en particular els B2AR, es troben entre els receptors
que millor s’acoblen a la

proteina  G. Els B-AR Adcenalin,

. , . Noradrcnalm
estimulats s’uneixen a la . o®

proteina G, el que condueix ot \
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cascada de reaccions quimiques que provoquen diferents efectes a nivell
fisiologic. En el cas de la proteina Gq (associada al) provoca un augment del calci
intracel-lular, el que dona lloc a la contraccié del muscul llis. D'altra banda, la
unié de les catecolamines a a2 provoca que Gi desenvolupi el bloqueig de
I’augment de calci intracel-lular, el que desencadena una disminucidé de
l'alliberament de neurotransmissors, aixi com una disminucio de l'activitat de
AMPc, que evita la contraccié del muscul 1lis. Finalment, els receptors 3, com ja
s’ha comentat anteriorment, s'uneixen a Gs, augmenten la concentracio
intracel-lular de cAMP, resultant, en la contraccidé del muscul cardiac, relaxacid
del muscul 1lis i glicogenolisi, d’entre altres funcions.?

3.2 ELS AGONISTES

Un agonista adrenérgic €s un tipus d'agent simpaticomimetic que estimula una
resposta dels receptors adrenérgics, ¢és a dir, exerceix efectes similars o idéntics
als de l'adrenalina (epinefrina). Alguns agonistes son utilitzats com a farmacs per
a patologies respiratories, com I’asma i la malaltia pulmonar obstructiva cronica.
Els agonistes poden tenir activitat sobre els receptors alfa o els beta de forma
selectiva o no selectiva i, en total, son cinc les subcategories principals dels
receptors adrenérgics: al, a2, Bl, B2, i B3. Els agonistes varien en la seva
especificitat entre els receptors i solen ser substancies que tendeixen a tenir molta
selectivitat. La seglient taula resumeix els diferents tipus d’agonista segons la seva
selectivitat i els exemples més coneguts®:

Tipus Agonistes p-adrenérgics

No selectiu Isoproterenol (B1 1 32)
Adrenalina (tots els receptors
adrenergics)

Noradrenalina (al, a2 i B1)
Isoprenalina (B1, B2 1 B3)
Dopamina (al, a2, 1, D11 D2)
Selectiu per a al Fenilefrina
Mefentermina
Inactivaci6 de ’adenilat ciclasa, donant Metaraminol
lloc a una disminucié de cAMP. Afecta Midodrina
principalment a la contraccid del
muscul llis.

Selectiu per a a2 Clonidina
Apraclonidina
Inactivaci6 de 1’adenilat ciclasa, donant Brimonidina
lloc a una disminuci6 de cAMP. Guanfacina
L'efecte d’aquesta inactivacid és la Guanabenz
disminuci6 la degradacio6 del glicogen. Metildopa
Tizanidina
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Selectiu per a g1 Dobutamina
Prenalterol

Estimulen l'activitat de l'adenilat Xamoterol

ciclasa, obrint els canals de calci,

produint estimulacié cardiaca.

Selectiu per a 2 Clenbuterol
Fenoterol
Estimulen l'activitat de l'adenilat Formoterol
ciclasa, obrint els canals de calci, Indacaterol
produint relaxacié del muscul llis. Metaproterenol
Olodaterol
Salbutamol
Salmeterol
Terbutalina
Vilanterol

Taula 2. Tipus d’agonistes i classificacio (Taula de font propia)

3.3 ELS ANTAGONISTES B-ADRENERGICS

Els blocadors d’adrenoreceptors B son farmacs que bloquegen la uni6 de la
norepinefrina i l'epinefrina als receptors beta-adrenérgics, i els compostos on rau
I’interés d’aquest treball. El 1962, James W. Black va desenvolupar per primera
vegada els primers blocadors d’adrenoreceptors B clinicament importants: el
propranolol i el pronetalol. Aquesta troballa va revolucionar la gestié6 medica de
l'angina de pit, 1 va ser galardonada, posteriorment, amb el Premi Nobel 1’any
1988. Aixi doncs, la creacioé de Black €s considerada per molts com una de les
contribucions més importants a la medicina clinica i la farmacologia del segle XX.

Tot 1 anomenar-se blocadors d’adrenoreceptors f, la seva activitat pot arribar a ser
més extensa. Alguns bloquegen l'activacio de tots els tipus de receptors f3-
adrenergics, d’altres també bloquegen altres tipus de receptors, com els alfa, i
n’hi ha d’altres que son selectius per a un dels tres tipus coneguts de receptors
beta. Els receptors Bl-adrenérgics se situen principalment en el cor i en els
ronyons. Els receptors P2-adrenérgics es troben en els pulmons, el tracte
gastrointestinal, el fetge, 1'ater, el muscul llis vascular i el muscul esquelétic. Per
ultim, els receptors P3-adrenérgics estan localitzats a les cél-lules de greix i la
bufeta, per aixo s’utilitzen farmacs per aquest receptor contra la incontinéncia *>

3.3.1 CLASSIFICACIO

Els primers anys després de que es desenvolupessin els primers blocadors
d’adrenoreceptors P, aquests no eren selectius, és a dir, bloquejaven tant el
receptor B1 com el 2. No va ser fins uns anys després quan es van comengar
a desenvolupar farmacs selectius. Actualment, podem classificar-los en
blocadors d’adrenoreceptors P selectius i1 blocadors d’adrenoreceptors 3 no
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selectius. La segiient taula resumeix la classificacié d’alguns dels blocadors
d’adrenoreceptors p més significatius™®:

Tipus Antagonistes f-adrenérgics

No selectiu (1 i p2) Propranolol
Bucindolol Activitat al-blocant
Timolol
Pindolol Efecte simpatomimetic intrinsec
Nadolol
Sotalol
Alprenolol
Clembuterol
Carvedilol Activitat al-blocant
Carteolol
Labetalol Activitat al-blocant
Oxoprenolol  Efecte simpatomimétic intrinsec
Penbutolol Efecte simpatomimeétic intrinsec
Selectiu de p1 Atenolol
Bisoprolol
Metoprolol
Acebutolol Efecte simpatomimeétic intrinsec
Esmolol
Bexalolol
Betaxolol
Celiprolol Efecte simpatomimeétic intrinsec
Nebivolol
Selectiu de B2 ICI 118551
Butaxamina

Taula 2. Tipus d’antagonistes i classificacio. (Taula de font propia)

L’efecte simpatomimeétic intrinsec és una caracteristica d’alguns blocadors
d’adrenoreceptors B que poden mostrar tant agonisme com antagonisme en
un receptor beta determinat, depenent de la concentracié de l'agent i la
concentraci6 de l'agent antagonitzat (generalment un compost endogen, com
la noradrenalina). Alguns d’aquests beta blocants son I’oxprenolol, el
pindolol, el penbutolol, el labetalol o acebutolol.

Dr’altra banda, alguns blocadors d’adrenoreceptors 3, com son el labetalol i el
carvedilol, presenten un antagonisme no selectiu de tots tres receptors.

Pel que fa als blocadors d’adrenoreceptors 3, molts sén acceptats per les
agencies estatals i internacionals com a tractament per a diverses malalties i
son utilitzats actualment en medicina. Aquests farmacs (i el seu nom
comercial) son®:
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Acebutolol (Sectral)

Atenolol (Tenormin)

Betaxolol (Kerlone, Betoptic S)
Bisoprolol fumarate (Zebeta)
Carteolol (Cartrol)

Carvedilol (Coreg)

Esmolol (Brevibloc)

Labetalol (Trandate)

Metoprolol (Lopressor, Toprol XL)
Nadolol (Corgard)

Nebivolol (Bystolic)

Penbutolol (Levatol)

Pindolol (Visken)

Propranolol (Hemangeol, Inderal LA, Inderal XL, InnoPran XL)
Sotalol (Betapace, Sorine)

Timolol (Timoptic, Betimol, Istalol)

3.3.2 LIPOSOLUBILITAT I VIDA MITJANA

Els beta blocants lipidics, com son el labetalol, el metoprolol, el pindolol i el
propranolol, depenen del metabolisme hepatic, mentre que els beta blocants
solubles en aigua, en aquest cas 1’atenolol, son metabolitzats pel ronyd. La
vida mitjana de la majoria de beta-bloquejadors és relativament curta, i
aquells que son metabolitzats pel rony6 tendeixen a tenir una vida mitjana
major al plasma.’ Aquests fets s’han de tenir en compte ja que alguns
d’aquests farmacs es poden administrar sistémicament i tenen la capacitat
d’arribar a les ferides que es troben en curacié sent una alternativa a
I’aplicacio directe per via topica. També dependent de la liposolubilitat
tindran una capacitat major o menor de penetraci6 en el teixit.

Antagonistes Solubilitat Absorcio (%) Vida mitjana al
B- lipidica plasma-t; (h)
adrenergics

Propranolol Alta <90 3-5

Nadolol Baixa 30 20-24

Pindolol Baixa >95 34

Timolol Baixa-moderada 90 4

Atenolol Baixa 90 6-7

10
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Metoprolol  Moderada 100 3-7
Carvedilol Moderada >90 7-10
Labetalol Baixa >90 3-4
Betaxolol Moderada >90 15
Celiprolol Baixa 74 5

Taula 3. Alguns dels antagonistes més coneguts, amb la solubilitat, el percentatge d’absorcio i la
vida mitjana al plasma corresponents (Taula de font propia).

3.3.3 INDICACIONS EN DERMATOLOGIA

Al llarg dels anys, els blocadors d’adrenoreceptors  han estat indicats per al
tractament de diverses malalties dermatologiques. Alguns dels exemples més
rellevants son:

- Hemangiomes infantils: Els hemangiomes infantils son tumors
vasculars benignes produits per la proliferaci6 de cel-lules endotelials
de vasos sanguinis.'® El primer cop que es van utilitzar blocadors
d’adrenoreceptors P pel tractament de 1’ hemangloma infantil va ser
l'any 2008, quan es va trobar B .
que, després del tractament amb
propranolol a  causa de
problemes cardiacs a dos nens
amb hemangioma, aquests van
tenir una millora visible dels
seus hemangiomes greus.!! Des
de llavors, s'han publicat molts
estudis que demostren I'eficacia
1la seguretat del propranolol per Figura 2 Imatge d’un hemangloma mfantll
a hemangiomes, i1 actualment és a la panxa®
un camp de recerca molt actiu.

11
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Granulomes piogénics: Els granulomes piogenics soOn tumors
benignes vasculars. Hi ha diverses opcions de tractament que inclouen
l'eliminacid quirargica, la :
cauteritzacio o el laser; no obstant
aixd, aquests tractaments estan
associat amb dolor, cicatrius 1
efectes secundaris locals.!” S'ha
trobat que els blocadors
d’adrenoreceptors [ orals i topics
son un tractament alternatiu

efica¢ 1 preferible per al Figura 3. Imatge d’un granuloma piogénic
tractament d’aquesta malaltia.’>  ala cella®

Rosacia: La rosacia és una malaltla 1nﬂamator1a cromca que afecta
normalment a la pell de la cara. :
Es caracteritza per un
envermellament freqiient,
eritema persistent, i
telangiectasia, intercalades amb
episodis d'inflamacié durant els
quals les papules i les pustules
son evidents. > Els blocadors
d’adrenoreceptors B han semblat Figura 4. Imatge de rosacia al nas i
ser eficagos en casos aillats, pero galtes®

no hi ha pautes basades en l'evidéncia sobre el seu s en aquesta
malaltia. '3

Hiperplasia _angiolfoidea amb__eosinofilia: La hiperplasia
angiolfoidea amb eosinofilia és una malaltia poc freqiient i idiopatica
que es manifesta en forma de
papules vermelles o marrons
dérmiques o subcutanies,
més freqlientment al cap 1 el
coll. Diversos estudis han
demostrat que un tractament
molt prometedor per a
aquesta malaltia és el
propranolol oral'® i el timolol e :
topic.!” Figura 5. Imatge de noduls erimatosos de
hiperplasia angilofoidea amb eosinofilia al
cuir cabellut®
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- Melanoma maligne: El melanoma és un tumor maligne derivat de

melanocits  epidérmics 1 pot W e -
. .. o SENTE VNS
produir-se en qualsevol teixit que WL

contingui  aquestes  cel-lules,
inclosos llocs no cutanis, com
mucoses o el sistema nervids
central.!®  Alguns estudis han
suggerit un paper preventiu i
protector dels blocadors

d’adrenoreceptors [ pel que fa al Figura 6. Imatge de melanoma
melanoma %2021, maligne®

3.3.4 ELS BLOCADORS D’ADRENORECEPTORS B A LA CURACIO
DE FERIDES

Els blocadors d’adrenoreceptors B han demostrat resultats prometedors en la
curacid de ferides. Els diversos mecanismes que son modificats gracies a la
unié dels blocadors d’adrenoreceptors [ als receptors de les cel-lules
dérmiques han suposat una gran millora en situacions en qué la ferida és
cronica. Tot 1 aix0, hi ha molta contradiccié en aquest ambit, alguns dels
articles defensen 1’us dels blocadors d’adrenoreceptors B per a la curacié de
ferides, mentre que n’hi ha d’altres que afirmen que aquests farmacs
perjudiquen i endarrereixen el tancament de la ferida. En aquest informe, es
fara una revisi6 dels articles que tracten la relacid6 dels blocadors
d’adrenoreceptors B amb la curacié de les ferides per tal de poder fer una
valoracio global. D’altra banda, s’observaran els efectes de diferents
antagonistes B-AR en comparacié amb un agonista B-AR en el tancament
d’una ferida.

3.3.5 EFECTES SECUNDARIS CUTANIS I SISTEMICS

Tot i que els blocadors d’adrenoreceptors B son molt efectius en algunes
malalties dermatologiques importants, també hi ha certes reaccions cutanies
1 no cutanies adverses associades amb el seu is. Un exemple molt evidenciat
¢s que el els blocadors d’adrenoreceptors 3 es consideren un factor important
en aguditzacio de la psoriasi.?> El mecanisme pel qual els blocadors
d’adrenoreceptors  causen aquesta exacerbacid de la psoriasi es relaciona
amb el bloqueig dels mecanismes que produeixen un augment del segon
missatger AMPc, el que provoca concentracions reduides de calci
intracel-lular, causant una proliferaci6 accelerada de queratinocits i leucocits
polimorfonuclears, els quals poden jugar un paper en I’empitjorament de la
psoriasi.?

Altres reaccions cutanies adverses 1 efectes secundaris sistémics es
resumeixen a les taules segiients:
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Organ, Sistema, Teixit Efectes adversos
Cardiovascular Bradicardia
Insuficiéncia cardiaca
Disminucid de la conducci6
atrioventricular
Intensificaci6 de bloqueig atrioventricular
existent
Hipotensi6 postural
Mans i peus freds
Empitjorament de la malaltia vascular
periférica
Pulmonar Empitjorament de la malaltia bronqui-
pulmonar obstructiva cronica
Exacerbaci6 de I’asma

Neurologic Fatiga

Trastorns de la son

Depressio

Hipotonia
Gastrointestinal Nausees, Vomits, diarrea. ..

Dolor d’estomac
Ocular No freqiient: Ulls secs, trastorns visuals
Hematologic No freqiient: Trombocitopénia
Metabolic Molt poc freqlient: hipoglucémia en

pacients de risc
Nivells reduits de HDL, colesterol i
nivells elevats de triglicérids.

Taula 4. Efectes adversos dels blocadors d’adrenoreceptors 3 classificats segos el sistema,
teixit o organ afectat (Taula de Font propia)

Efecte advers Beta-blocant

Lupus eritematos induit Atenolol, acebutolol, labetalol, pindolol,
oxprenolol, timolol
Reaccions liquenoides Acebutolol, labetalol, pindolol,

oxprenolol, propranolol
Reaccié pseudolimfomatosa Atenolol

Vasculitis Atenolol, sotalol

Dermatitis periocular Atenolol, metoprolol

Malaltia de La Peyronie Propranolol, metoprolol, labetalol

Alopecia Propranolol, timolol

Sindrome oculo-cutania Oxprenolol

Eritema multiforme Propranolol

Deformitat de la ungla de Acebutolol, metoprolol

Pincer
Taula 5. Efectes adversos cutanis dels blocadors d’adrenoreceptors 3 i malalties associades
(Taula de font propia)
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3.4 LA PELL I EL SEU PROCES DE CURACIO

La funcid principal de la pell és servir de barrera protectora contra el medi que
ens envolta. La pérdua de la integritat de la pell com a conseqiiéncia d’una lesio o
d’una malaltia pot provocar conseqiiencies molt greus, i en alguns casos fins i tot
la mort. La cicatritzacio de la pell comenca immediatament després de la lesio i
consta de tres fases principals: la inflamacio, la proliferacio i la maduracio.*

(@)

Inflamacié: una lesi6 en la barrera epidérmica provoca que els
queratindcits alliberin interleucina-1 i1 factor de necrosi tumoral-a, els
quals alerten a les cel-lules del voltant. Les plaquetes també segreguen
factors de creixement que afavoreixen el reclutament de leucocits
inflamatoris al lloc de la lesid. Els neutrofils eliminen els bacteris
contaminants mentre que els macrofags inicien el desenvolupament del
teixit de granulacid i alliberen una varietat de citocines pro-inflamatories
(IL-1 1 IL-6) 1 factors de creixement (factor de creixement del fibroblast,
EGF, TGF-b i PDGF).

Re-epitelitzacid: passades unes hores després de la lesio, l'alliberament
d'EGF, TGF-a i FGF estimulen la migraci6 i la proliferacié de cel-lules
epitelials, donant com a resultat 1'inici de la re-epitelitzaci6. Aquest procés
es basa en la migracid dels queratindcits per sobre de la matriu
extracel-lular provisional. Després del tancament complet de la ferida, els
queratinocits experimenten estratificaci6 i diferenciacio per restaurar la
barrera.

Formacio de teixit de granulacid i neovascularitzacid: 4 dies després de la
lesid, un gran nombre de nous capil-lars donen lloc al nou estroma. Els
macrofags, els fibroblasts i les cel-lules endotelials es mouen al 1lit de la
ferida, i els macrofags segreguen el factor de creixement endotelial
vascular i el FGF, promovent |'angiogénesi. Sota la guia de TGF-b i PDGF,
els fibroblasts es van convertint fenotipicament en miofibroblasts, amb
una actina muscular llisa. Els miofibroblasts s'alineen al llarg de les vores
de I'ECM.

Remodelaci6 del teixit: Un marc de fibres de col-lagen i elastina
reemplaga el teixit de granulaci6. El producte final d'aquest procés és la
cicatriu. La degradaci6 del col-lagen en la ferida esta regulada per diverses
metal-loproteinases matricials segregades per macrofags, cel-lules
epidermiques i cél-lules endotelials, aixi com fibroblasts.
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3.5 TIPUS DE FERIDA

Figura 7. Esquema de les fases de curacio
de la pell**

El TR2Lab és un grup d'investigacid que treballa, des de la cura del pacient,
utilitzant el model dlceres cutanies croniques per estudiar la resposta als
tractaments que promouen la regeneracid tissular. Donat 1'interes del grup en la
curaciéo de ferides croniques, en aquest treball m’he centrat en analitzar el
progrés de ferides croniques, agrupant-les en diferents tipus de ferida, ja que el
procés de curacio entre ferides de diferents etiologies és molt diferent i he cregut
que I’efecte dels blocadors d’adrenoreceptors B en aquest tipus de lesions pot
variar segons la tipologia d’aquestes. Aixi doncs, el treball agrupa les ferides en
quatre classes: ulceres en persones diabetiques, cremades, Ulceres per pressio i
una agrupacio d’altres ferides croniques. A continuacio, es fa una breu

introducci6 de cadascun dels tipus esmentats:

Ulceres en persones diabétiques

La diabetis mellitus afecta aproximadament a 170 milions de persones a tot
el mon, i es preveu que a I’any 2030 el nombre de diabétics es duplicara. La
diabetis afecta la cicatritzacid de les ferides, resultant en lesions croniques i
ulceres, com son les ulceres diabétiques al peu (DFU). Les DFU, una de les
principals causes d'amputacié en diabétics, afecten el 15% de les persones
amb aquesta malaltia. Una scrie de mecanismes multiples, inclosa la
disminucié de les respostes del factor de creixement i de la cel-lula,
condueixen a disminuir el flux sanguini periféric, amb la conseqiient
disminucié de I'angiogenesi local, contribuint a la manca de curacid
d’aquestes ferides.?® Per tant, cal explorar noves formes de tractar les DFU.
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Lesions per cremada

Una cremada greu es caracteritza per una sobre-estimulacié d’una resposta
metabolica sistémica mitjangant I’augment dels nivells d’hormones de 1'estres
com son, per exemple, les catecolamines i els glucocorticoides. Aquest procés
consta de dues fases principals: primer, té lloc la fase inicial de "reflux", que
es caracteritza per una disminucié del cabal cardiac i la taxa metabolica.
Posteriorment, la fase de "flux" o fase hipermalubica, es caracteritza per una
circulaci6  hiperdinamica i taxes metabOliques elevades.?®?” Les
catecolamines endogenes so6n mediadors primaris de la resposta
hipermaltbica en cremades. L'augment de la seva concentraci6 estimula la
lipolisi 1 el catabolisme de proteines musculars i augmenta la freqiiencia
cardiaca. L'excés de catecolamines pot causar cardiomiopatia i necrosi focal
de miocardi.?®?° Les cremades que cobreixen aproximadament el 10% de la
superficie total del cos son considerades lesions greus i1 estimulen una
resposta inflamatoria sistémica que causa complicacions sistémiques en els
pacients.

Ulceres relacionades amb la dependéncia

Una ulcera relacionada amb la dependéncia (o ulceres per pressid) és una area
de necrosi a la pell que sol presentar-se sobre una prominéncia 0ssia com a
conseqiiéncia de la compressid de teixits tous contra una superficie dura
durant un temps suficientment llarg per induir isquémia local. Les tlceres per
pressio es desenvolupen amb més freqiiéncia en individus que no es mouen,
com els que es troben postrats en un llit o depenen d’una cadira de rodes. La
taxa d'tulceres per pressio és alta; la prevalenga en els hospitals europeus al
2013 oscillava entre el 8,3% i el 23%.3° Tot i que I'etiologia de les ulceres
per pressid és multifactorial i encara no esta clar, la lesi6 induida per
isquémia-reperfusid (IR) pot ser un factor en la formacié d'aquestes lesions
croniques.’!

Altres ferides croniques

En aquest apartat s’inclouen les ferides causades per altres malalties
dermatologiques, com ¢s el cancer, o altres ferides recalcitrants. La
cicatritzacid cutania €s un procés biologic complex i ben ordenat i controlat
que requereix la migracidé coordinada i la proliferacié de queratinocits i
fibroblasts, aixi com altres tipus de cel-lules, al llit de la ferida. La ferida a
I'epidermis implica que les c¢l-lules epidérmiques i dérmiques hagin de
generar citocines, factors de creixement i proteases, i que sintetitzin els
components de la matriu extracel-lular, tot aixo regulant els processos de
migracio 1 proliferacié de queratinocits, essencials per a la re-epitelitzacio.
Després de la lesio, les cel-lules migren directament cap al centre del llit de
la ferida per iniciar la reparacid i restaurar la integritat epitelial. Tot i aixo0, a
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les ferides croniques i a les recalcitrants els costa molt seguir les etapes
normals curaci6 de la ferida, i a més a més, la gestié de les ferides croniques
pot ser costosa i requereix molt de temps. Investigacions recents han suggerit
que els receptors B-adrenérgics poden ser uns innovadors targets per tal
augmentar el procés de curacio d’aquest tipus de ferida.

RESULTATS BIBLIOGRAFICS

Aquest apartat del treball esta basat en la recerca bibliografica d'evidencies dels
efectes dels farmacs blocadors d’adrenoreceptors 3 tant a nivell molecular com a
nivell fisiologic 1 clinic, el que permetra determinar quin és el paper i el
mecanisme d’aquests productes en la curaci6 de ferides. La revisio bibliografica
permetra relacionar conceptes i establir les bases per a la creacid6 de nou
coneixement. En les segiients taules, un resum de les dades dels diferents articles
que he tractat agrupats segons el tipus d’experiment. A les taules, els articles estan
numerats i en faré referéncia utilitzant aquesta numeracio en els segiients apartats.
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Resultats

El clorhidrat de terol augmenta calci
intracel-lular. Pretractament amb ICI-118551,
verapamil, nifedipino blogueja augment, i nivells de
calci intracel-lular disminueixen pels tractaments
amb antagonista o bloque_]ador canal calci. E)us!encm
d'altres lligands de recep ergics

Cap efecte sobre la taxa de migracid.

L'antagonist:
dies.

aortic 66% en 5

VEGF no es detecta en SN de cél-lules endotelials

mico lars dérmiques h o fibrobl
dérmics humans. VEGF es detecta en SN de
neutrofils i ofags, perd el tract; t amb

antagonista no té cap efecte. Antagonistes augmenten
VEGF en queratindcits humans en 24 hores en un
23%.
L'antagonista augmenta velocitat de migracié del
fibroblast dérmic huma en un 27%, i un 49% la
locitat de migl dels fibrobl. dérmics
b2AR+/+ murins. La velocitat de fibroblasts dérmics
murins b2AR-/- augmenta 46% respecte b2AR+/+.
Antagonista no té efectes en la velocitat de migracid
a b2AR-/-. Antagonista augmenta fosforilacié de
quinases regulades per senyals extracel-lulars en
b2AR+/+ en un 90%.
A -

la migracié de

un 12% i millora migraci6 de queralinéci.ts murins un
28%.

Els queratinocits murins B2AR-/- migren 16% més
rapid que B2AR+/+.

Antagonista duplica la taxa de cicatritzacié de
ferides. Les ferides no tractades curen 3248,5% a 16
h, les ferides amb antagonista curen 6242% a 16h.

Lt ignifi la taxa de
mlgmclo del queraunocn en un 30%.

T fosforilacié d'ERK
x5 en 5 min, i 5 manté elevada 60 min, quan torna
gradualment a nivells contml

El 26% la
direccionalitat de la migracié i la taxa de migracié
28%.

La morfologia cel-lular, el citoesquelet d'actina i el
nombre, mida i distribucié d'adhesions focals sén
semblants als queratindcits no tractats.
Els antag, de B-AR semblen no tenir efectes en
la proliferaci6 de queratindcits in vitro

A 1a re-epitelitzaci6 un 40, 63 i

e/Pais  Objectiu Tipus de cél-lules Tipus de farmac
Denda M, Efecte de l'agonista/antagonista en la Queratindcits h en Hidrocl de
2003 /Japé = dinamica del calci intracel-lular cultiu procaterol sol, amb
(Article 2) en queratindcits humans. ICI-118551,
verapamil,
0 amb nifedipin.
Pullar CE, L'antagonista | Determinar si un | Cél-lules endotelials | ICI 118551
2012/UK del b2AR | antagonista de b2AR | micovasculars dérmiques
(Article 3) p I la migracié  h
I'angiogénesi | de cél-lules
de la ferida endotelials
Determinar si | Seccions aortiques de rata
I'antagonista de
b2AR  altera el
creixement cel-lular
de la vora tallada de
l'aorta de la rata
Determinar si | Céllules endotelials
I'antagonista micovasculars  dérmiques
g] la h queratindcil
de VEGF humans, fibroblasts
dérmics humans, neutrofils
i macrofags
Determinar l'efecte de I'antagonista | Fibroblast dérmic huma i = ICI 118551
b2AR en la i6 de fibroblast = fibroblast dérmic muri
dérmic huma
L'antagoni: b2AR p la| Qu inocits h ICI 118551
migracié del queratindcit Queratinocits murins
Pullar CE, D inar I'efecte dels gonistesde = Qu ocits h ICI 118,551
2006/ USA  B-AR en la migracié de queratindcits
(Article 16)
Mesurar I'efecte dels antag; deB- Qu ocits h Timolol
AR sobre la motilitat dels queratindcits
L'antagonista de B-AR aug la| Qu ocits h No ho especifica
fosforilacié d'ERK en pocs minuts en (Timolol o  ICI
queratinécits 118,551)
Els antagonistes de B-AR lmlloren la Queratinocits humans No ho especifica
direccionalitat de la migraci6 (Timolol o ICI
pel camp eléctric del queratindcit 118,551)
Els antagonistes de B-AR preserven Queratinocits humans No ho especifica
I'arqui itoesquelét pro- (Timolol o ICI
migratoria del queratinocit 118,551)
Els antagonistes de B-AR no tenen Queratindcits humans No ho especifica
efectes sobre la proliferaci6 de (Timolol o ICI
queratinocits 118,551)
L'efecte dels antagonistes de B-AR Biopsies de pell humana No ho pecifi
sobre la re-epitelitzacié de pell humana (Timolol o ICI
en un model ex vivo 118,551)
Queratinocits ~ expressen  enzims = Queratindcits humans No ho especifica
necessaris per convertir L-tirosina en (Timolol o ICI
epinefrina, localitzada als granuls 118,551)
citoplasmatics i sintetitza 'epinefrina
endogenament
Le Provost Efectes de b2ARag en la dife Fibrobl dé Salb 1/For 1
GS, 2015 del fibroblast dérmic huma i la funcié = humans (10uM)
(Article 4) contractil via cAMP
Efectes de b2ARag en les adheréncies = Fibroblasts dérmics = Salbutamol/Formoterol
focals madures en la periféria HDF i humans (10 uM)

I'expressi6 génica profibrotica

72%en 3,41 5 dies, nespectxvament El bloqueig de
2-AR accelera la re-epitelitzacié de ferides en pell
humana

Multiples granuls circulars amb TH i PNMT
distribuits pel citoplasma dels queratindcits. 303, 468
i 888 pg d'epinefrina/mg de proteina en extractes de
queratinocits de tres varietats de queratinocits
diferents. L'epinefrina és sintetitzada endogenament
per queratindcits.

b2ARag redueix la diferenciacié del fibroblast
dérmic huma i la funci6 contractil via cAMP

P2ARag redueix el nombre d'adheréncies focals
madures en la periféria HDF i l'expressié génica
profibrotica

Taula 6. Taula-resum de les dades extretes dels experiments in vitro dels articles tractats.

(Taula de font propia)
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Patologia/Tipus de
ferida/ Mida ferida i
situacié. Tipus

Beta-blocant

Troballes

Romana-
Souza B,
2009/Brasil
(Article 1)

Denda M,
2003/Jap6
(Article 2)

Pullar CE,
2012/UK
(Article 3)

Avaluar macro- Rates
efectes del Control: 5
propranolol en la Propranolol:
cicatritzacié en rates 5
diabétiques
Receptors Ratolins
adrenérgics afecten sense  pél
lhomeodstasi de la mascles
pell. Efectes dels
ago/antagonistes en
la curacié. Efecte de
verapamil i nifedipin
+ agonista.
L'antagonista del Ous de
b2AR promou = pollastre
l'angiogeénesi de la fecundats
ferida
Determinar si Ratolins
l'antagonista b2AR femella
podria modular entre les 8 i
l'angiogeénesi de la les 12
ferida setmanes
d'edat
L'antagonista b2AR | Ratolins
promou la funci6 de femella
fibroblast ~ dérmic entre les 8 i
huma les 12
setmanes
d'edat
L'antagonista b2AR Peix zebra
no té efectes sobre la larvae (72
inflamaci6 de 1la hores
ferida després de
El tractament amb la
antagonistes de fecundacio)
b2AR  altera la Ratolins
inflamacié de una femella
ferida entre les 8 i
les 12
setmanes
d'edat

d’assaig.

Diabetis induida per
streptozotocina.
Ferida excisional d’1
cm2 a nivell del
miscul  panniculus
carnosus

100 ml solucié
aquosa + reactiu
(ImM) o aigua
(control) a l'area
tractada (2-3 cm2).
100 ml  solucio
aquosa + reactiu
(ImM); aigua en
control.

Tractament
membranes
chorioalantoiques
amb vehicle/vehicle
+ antagonista
100uM, del dia 5a 9.
Foto cada 24h.

2 ferides 6mm dorsal
de ratolins b2AR+/+
i b2AR-/-Seccions
7mm tractades amb
parafina després de 5
dies, i
immunomarcades
amb anti-CD31.

2 ferides de 6 mm al
dorsal de ratolins

b2AR+/+i b2AR-/-.

Immunomarcatge de
seccions de 7mm de
ferida al dia 5, amb
anti-a-smooth
muscle actin i amb
anti-col-lagen III, i
tenyides amb
picrosiri vermell per
avaluar la deposicio
de col-lagen total a la
neo-dermis.

Larves ferides (aleta
caudal), no tractades
o tractades amb

antagonista i
fotografia amb
l'amplificacié de
senyal de
fluoresceina-
tiramina

Seccions de 7mm de
ferida
immunomarcades

després de 3 dies,
amb anticos per a
cél-lules
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C: aigua
P: clorhidrat de
propranolol, 50 mg

/ kg, en aigua.
Administracio6 1 dia
abans de ferir.
Xamoterol (bl
agonista),
Bexaxolol (bl
antagonista),
Alprenolol (b2
agonista),
Procaterol (b2
agonista),
Clenbuterol (b1,2
antagonista),
ICI118.551 (b2
antagonista)

ICI 118551
Tractament  topic
diari de 100uL
hidrogel sol o
hidrogel + ICI
118551 al 0,1%
1mM

Tractament  topic
diari de 100uL
hidrogel sol o
hidrogel + ICI
118551 al 0,1%
1mM

500mM ICI

118551 durant 6
hores

Tractament  topic
diari de 100ulL
hidrogel sol o
hidrogel + ICI
118551 al 0,1%
1mM

Administracié de propranolol millora la
cicatritzaci6 cutania de les rates diabétiques
hiperglucémiques, reduint tant la resposta
inflamatoria local com els nivells MMP-9,
millorant la contraccié de les ferides, el
desenvolupament del teixit de granulacio,
la deposicié de col'lagen i l'angiogénesi i
estimulant la sintesi de NO.

Ni xamoterol ni betaxolol afecten la taxa de
recuperaci6. Procaterol i alprenolol
retrassen reparacio, ICI-118551 bloqueja el
retard. ICI-118551 i clenbuterol acceleren
la recuperaci6. 24 h després, no s’ observa
canvis entre els grups. Verapamil i
nifedipin bloquegen el retard de la curacié
induida per procaterol. Associaci6é del
canal de calci amb l'alteracio de la velocitat
de reparacié induida per agonista.
L'antagonista  redueix la  resposta
hiperproliferativa epidérmica, 1'agonista la
augmenta, perd el verapamil bloqueja
I’augment.

El tractament antagonista de B2AR va
augmentar I'angiogénesi en un 48%.

El tractament amb antagonista de B2AR va
augmentar l'angiogeénesi en un 26%. La
quantitat d'angiogénesi en ferides b2AR-/-
era igual a la observada en el control de
ferides b2AR +/+, mentre que el tractament
amb antagonista de b2AR en ferides b2AR-
/- no tenia cap efecte.

24 h: la cc i6 es va 1 4
vegades en ferides b2AR+/+ tractades amb
antagonista i 5 vegades en les ferides
control b2AR -/-.

48h: La contracci6 es va millorar per 2
vegades en ferides b2AR+/+ tractades amb
antagonista i gairebé 3 vegades en les
ferides control b2AR -/-.

3 dies: la contracci6 es va incrementar un
19% en ferides b2AR+/+ tractades amb
antagonista i un 40% en les ferides control
b2AR -/-.

4 dies: la contracci6 de les dues ferides es
van produir al mateix ritme que el control
b2AR +/+.

Ferides b2AR-/- tractades amb antagonista
mostren la mateixa taxa de contraccié que
la ferida control b2AR-/-.

L'area de tinci6 de SMA es va incrementar
en un 60% en ferides tractades amb
antagonista en ratolins b2AR+/+. Area
similar entre el control b2AR-/- i b2AR+/+.
El tractament amb antagonista va
augmentar 1’area de tincié de collagen III
un 20% en ferides b2AR +/+, mentre que
les ferides de control b2AR-/- i b2AR+/+
tenen arees similars. Amb el picrosiri
vermell veiem que el tractament amb
antagonista va augmentar 1’area de tincié
de collagen a la neo-dermis un 29% en
ferides b2AR +/+, mentre que les ferides de
control b2AR-/- i b2AR+/+ tenen arees
similars.

Quan les larves de peix zebra estaven
immerses en aigua que contenia
I’antagonista, no hi va haver cap efecte
sobre 'orientaci6 de neutrofils a la ferida de
la aleta caudal.

El tractament amb antagonista i 1'abséncia
del receptor no van tenir efecte en el
nombre de cél-lules polimorfonuclears o
macrofags reclutats al lloc de la ferida.



UST

FACULTATDE CIENCIES
| TECNOLOGIA

UVIC-

Le Provost
GS,
2015/UK
(Article 4)

Zheng Z,
2017/Xina
(Article 5)

Assis de
Brito TL,
2014/Brasil
(Article 6)

Romana-
Souza B,
2006/Brasil
(Article 7)

UCC

L'antagonista de
b2AR promou la re-
epitelitzacié

b2ARag redueix
inflamacié6 en peix
zebra i l'angiogénesi
embriondria en
pollet.

b2ARag redueix
l'area de la cicatriu i
millora la  seva
aparici6 en porcs Red
Duroc.

Immunohistoquimica
revela reducci6 dels
mecanismes

profibrotics que
sustenten la reduccié
de la cicatriu
mediada per f2ARag
Investigar els efectes

de la crema de
propranolol en la

cicatritzacié de
ferides diabétiques

Efecte del bloqueig
dels B1/B2-AR en la
cicatritzaci6 ~ d’UP
utilitzant un model
muri.

Efectes del bloqueig
bl- i b2-AR en la

cicatritzacio,
avaluant la
contracci6 de la
ferida, infiltrat
inflamatori,

desenvolupament de
teixit de granulaci6 i

Ratolins
femella
entre les 8 i
les 12
setmanes
d'edat

Peix zebra
adult i ous
de pollastre
fecundats

10  porcs
Red Duroc
femella de 3
mesos
d'edat (30-
35kg)

Cinquanta-
sis ratolins
femella
diabeétics de
8 setmanes

120 ratolins
mascle de 8-
12 setmanes

30

mascle
adultes
(200-250 g).

polimorfonuclears i
marcadors de
macrofags

Seccions de 7mm de
ferida tenyides als 3 i
5 dies
(hematoxicilina-
eosina).  Distancia
lineal coberta per un
nou epiteli.

Ferida a la cua de
peix zebra. Assaig de
membrana
chorioalantoica
(CAM) al pollet.

20 ferides de 22 cm2
a Desquena dels
porcs.

Dues ferides
dérmiques de 0.283
cm2 (0,6 cm de
diametre) a tots dos
costats del tronc.

La pell dorsal es va
aixecar i es va
col-locar entre un
parell de discs
d'imants. Aquest
procés va crear una
compressié superior
a 50 mmHg entre els
imants. Es van
realitzar dos cicles IR
en cada ratoli per
iniciar la formaci6
d'tlcera cronica.

les rates va ser ferit (4
cm2)

21

Tractament  topic
diari de 100uL
hidrogel sol o
hidrogel + ICI
118551 al 0,1%
1mM

B2ARag (no

especifica quin)

500 ml de Granugel
diluits 2: 1 en aigua

estéril, sol
(controls) o
contenint
salbutamol  sulfat
SmM (1,2 mg/ml) a
cada ferida després
de la cirurgia i cada
dia després.

Grup tractat: Crema

de propranolol 10%
Control: Crema de

propranolol 0%.
Crema:
monoestearat  de
glicerol (8,5%),
acid estedric
(8,5%), alcohol
estearilic  (8,5%),
liquida

(11,75%), glicerol
(11,75%) i aigua
destil lada (50%).

Es van tractar 60
ratolins diariament
amb 25 mgkg
dhidroclorur ~ de
propranolol dissolt
en aigua, i 60 més
van ser tractats amb
el vehicle.

rates El dia 0, el dorsal de C: (n = 15) només

aigua filtrada

PP @ = 15
clorhidrat de
propranolol
(50mg/kg)
diariament en
aigua. El
propranolol va

El tractament amb antagonista de b2AR va
augmentar la re-epitelitzacié en la ferida
b2AR+/+ en un 60 i un 56% en 3 i 5 dies
després de la ferida, respectivament. A
més, la re-epitelitzacié de les ferides b2AR-
/- va augmentar un 64% 5 dies després de
ferir.

b2ARag va reduir el reclutament de
neutrofils un 60% a les 6 hores de la ferida
a la cua del peix. b2ARag va reduir
l'angiogenesi a l'assaig CAM en un 29%.

b2ARag redueix la cicatriuun 34, 38 147%,
28, 42 i 56 dies després de ferir,
respectivament, i redueix l’area de
cicatritzaci6 un 50% en les arees amb més
tensi6. b2ARag millora la pigmentacié
(48%), color match (44%), brillantor
(53%), llargada (34%), textura (22%), i
flexibilitat (22%). L'efecte de B2ARag
sobre l'angiogénesi i la infiltraci6 de
macrofags sembla correlacionat.
L'increment de B2ARag en macrofags que
expressen CD163, 14 dies després de la
ferida, facilita I’augment d’angiogénesi.
Ferides en propranolol menors dies 2, 5, 7,
10, 14, 17 i 21. Taxa de re-epitelitzaci6 en
propranolol superior. Dia 21, les ferides
propranolol curades, i cap de les control. El
gruix del teixit de granulacio i la
regeneraci6 dérmica i epidérmica en
propranolol superior dies 5, 101 21. EGF en
cél-lules epitelials normals. VEGF en
cel-lules endotelials vasculars. Menys
tincié per VEGF en propranolol. NG2
invariable a estructures neovasculars del
ratoli. Arees més extenses positives per
EGF i NG2 en propranolol. MMP-9 en tot
tipus de teixits i fluids corporals. EGF i
NG2 incrementen i VEGF disminueix en
propranolol dies 2, 5, 7, 10, 14, 17 i 21.
MMP-9 major en propranolol dies 2, 5, 7 i
10, i menor dies 14, 171 21.

Longitud de llengua migratoria menor en
grup propranolol (dies 3 i 7). Proliferacié
epitelial major en propranolol (dies 14 i
21). Re-epitelitzacié més rapida en control
(dies 7 i 14). Propranolol presenta més dies
per perdre la pell necrotica. Propranolol
augmenta els neutrofils MPO positius els
dies 7, 14 i 21. Nivells d’elastases de
neutrofils milloren en el grup tractat al dia
3. Propranolol augmenta els macrofags F4/
80 positius els dies 7 i 21. MCP-1 es
redueix al grup propranolol el dia 3. MMP-
12 es redueix al grup propranolol el dia 7,
perd augmenta el dia 14. TGF- 1/2/3 es
redueix al grup tractat el dia 3. Propranolol
augmenta les cél-lules del teixit connectiu
apoptotic i proliferant al dia 7. La densitat
dels vasos sanguinis augmenta en el grup
propranolol els dies 14 i 21. L'expressié de
VEGF augmenta en el grup propranolol en
comparacié amb el grup de control al dia
14. Propranolol retarda el tancament de les
ferides als dies 3, 7, 14 i 21. Propranolol
redueix la densitat de miofibroblasts el dia
3, perd augmenta als dies 7 i 14.
Propranolol augmenta el gruix de la neo-
epidermis i el numero de ceél-lula
fibril-lastica tenascin-C positiu 21 dies
després de ferir. Les fibres de col-lagen
eren vermelloses, allargades i gruixudes i
tenen forma paral-lela i perpendicular a la
superficie en els control. En el grup tractat
aquestes fibres sén de color groc-
vermell6s, curtes i fines i es disposen
paral-lelament a la superficie.

L'estudi ha demostrat que l'administracié
de propranolol retarda la contraccié i la re-
epitelitzaci6 de la ferida, augmenta la
migraci6 polimorfonuclear, augmenta la
migraci6 de mastocits, augmenta la
proliferaci6 de cél-lules epitelials i
connectives, augmenta l'angiogénesi i
disminueix la densitat de col-lagen i els
nivells dhidroxiprolina. Per tant, el



UST

FACULTATDE CIENCIES
| TECNOLOGIA
UVIC-UCC

Romana-
Souza B,
2008/Brasil
(Article 8)

formacié de neo-
epidermis, per
comprendre millor el
paper dels AR en els
canvis causats per la
denervacié simpatica
en la cicatritzacio.
Efectes de
l'administracié d'una
dosi  baixa de
propranolol sobre la
cicatritzacié cutania
de rates amb
cremades.

10

femella
adultes
(170220 g).

rates El

dors es
submergeix en aigua
a95°C, 20 s, i s’obté
cremada de 3r grau
que ocupa 10% de la
superficie total del
cos.

comengar 1 dia

abans de ferir.

C: Aigua

P: Clorhidrat
propranolol, 6
mg/kg en 50 ml
d'aigua.
L'administracié va
comengar 1
setmana després de
la cremada.

bloqueig de bl i b2-AR esta implicat en les
alteracions causades per la denervacio
simpatica en la cicatritzacié de ferides
cutanies.

L'administracié d'una dosi baixa de
propranolol millora la cicatritzacié de
cremades en rates, reduint la resposta
inflamatoria local. Millora de la contraccié
de la ferida, re-epitelitzacid,
desenvolupament de teixit de granulacio,
deposici6é de col-lagen i angiogénesi. A
més, pot tenir efectes beneficiosos reduint
la resposta hipermalibica.

Taula 7. Taula-resum de les dades extretes dels experiments in vivo dels articles tractats.

(Taula de font propia)

Article Pais Nombre de
pacients i
génere

Ali A, 2015 EUA 34 control

(Article 9) (30h, 4d)
35
propranolol
(29, 6d)

Tang JC, EUA 1 dona

2012

(Article 10)

Braun LR, EUA 5 pacients

2013 (44, 1h)

(Article 11)

Beroukhim EUA 1 home

K, 2014

(Article 12)

Vestsjta, Italy 1 home

Michelangelo

&

Bonamonte,

2016

(Article 13)

Lev-Tov H, EUA 1 home

2013

(Article 14)

Chiaverini France 2 nens (no

C, 2016 especifica

(Article 15) génere)

Edat

Mitjana de
38 control i
41
propranolol

43 anys

70-80 anys
(3 pacients

no
especifica)

76 anys

68 anys

67 anys

1 any

Tipus de Mida ferida Blocant beta,
ferida i situaci6 dosi
Cremades 59% cos Propranolol,
cremat en mitjana de
control i 3,3mg/kg/dia
49% en durant mitjana
propranolol.  de 40 dies
Ferida 26 cm2 3-4 gotes de
refractaria d’area ide timolol topic
3,5cm 0,5%/dia
profunditat.
Esquena.
Ulceres Entre Iem2i  Timolol topic
venoses 4,8cm2. 0.5%
croniques, Cames i setmanalment,
per pressio, peus. 1 gota cada
refractaria 2cm
traumatica.
Carcinoma 10x11cmi  3-4 gotes de
de cél-lules es veu ’os. timolol topic
escamoses Cuir cabellut = 0,5% 2
frontal. vegades/dia
Ulcera 2xlecmala  Topica3
profunda sola dreta vegades/dia.
1%
d'hidroclorur
de propranolol.
Ulcera 1,7emx2,5 | Timolol al
(pacient cm 0.5%, 3-4 gotes
diabéticamb | (4,25cm2) aplicades
insuficiéncia  inicialment. = tdpicament
venosa Arriba fins amb gel de
cronica) als 9 cm2. cadémer iodi
cada dos dies, i
Gel SilvaSorb
en dies alterns.
Ferides Alesungles 213 gotesde
croniques ialplecdel  timolol al 0.5%
provocades coll aplicades
per topicament
epidermolisi cada dia dos
bullosa cops al dia
Jjuntural

Outcome Efectes
positiva? En qué¢ adversos
basen?

SI. Freq cardiaca, NO

Altres

temps de curacié

total.

SI. Epitelitzaci6 = NO

total.

SI. Area de NO

reducci6 i %.

SI. Teixit de Dermatitis = Es baixa la

granulacid, re- irritant dosial

epitelitzacid lleu vegada al

completa. dia, i
després 1
cada 3 dies
donada la
dermatitis
presentada.

SI. Curacié NO Es va triar

completa. propranolol
en comptes
de timolol
per obtenir
un perfil de
seguretat
excel-lent i
una menor
absorcid
sistémica.

SI. Curacié NO

completa.

SI. Curaci6 del NO Absorcid

100% i 80% sistémica >
només es
poden
tractar
petites
superficies

Taula 8. Taula-resum de les dades extretes dels casos clinics i assajos amb humans dels
articles tractats. (Taula de font propia)
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4.1 Tractament de les ulceres de peu diabétic amb blocadors
d’adrenoreceptors 8

Treballs anteriors han demostrat que la diabetis redueix significativament la
sintesi d’Oxid Nitric (NO), la qual cosa causa una proliferacio de fibroblast i
una deposicié de col-lagen alterades, i una inflamacié prolongada.’?33 A
Iarticle 134, 'administraci6 de propranolol, un B-blocant no selectiu, millora la
cicatritzacié cutania en rates diabetiques hiperglucemiques, reduint tant la
resposta inflamatoria local com els nivells MMP-9, millorant la contraccié de
les ferides, el desenvolupament del teixit de granulacid, la deposicido de
col-lagen 1 l'angiogénesi, gracies a I’estimulacid de la sintesi de NO. D’altra
banda, I’article 5°° també afirma que 1'administracio intralesional de crema al
1% de propranolol regula I'angiogenesi anormal en les ferides diabetiques.

La reconstruccié deérmica es caracteritza per la formacio del teixit de
granulacid, que inclou la proliferacio cel-lular, la deposici6 de matriu
extracel-lular, la contraccid de la ferida i l'angiogenesi. Inicialment, els
fibroblasts proliferen i posteriorment migren a I’area de la ferida, per després
dipositar i organitzar la matriu extracel-lular.>® A I’article 13*s’especula que el
propranolol estimula la sintesi de NO mitjancant el seu efecte en els
adrenoreceptors B3, el que provoca una millora en la proliferacié cel-lular, la
deposicié de col-lagen i la contracci6é de la ferida, aixi com [’augment de la
densitat dels vasos sanguinis i el nombre de mastocits en ferides de rates
diabetiques hiperglucémiques quan es compara amb els controls. L’efecte
beneficios del NO estimulat pel propranolol sobre 1I’angiogenesi és perque s'ha
demostrat que NO augmenta la secreciéo de VEGF i TGF-B1, que estimulen la
angiogeénesi i la proliferacié de queratinocits®*37. A més, l'aplicacio topica de
NO augmenta la quantitat de mastocits, que poden estimular la formaci6 de
nous vasos sanguinis®®**4, Per tant, suggereixen que el tractament amb
propranolol pot resultar en una major angiogenesi i mobilitzacié de mastocits
a través dels seus efectes estimulants sobre la sintesi de NO que condueix a una
formacié millorada del teixit de granulacio.

Gracies a ’estimulaci6 de la sintesi de NO, també es va observar una millora
de la cicatritzacid cutania de les rates diabétiques hiperglucémiques a causa de
la reduccié de la resposta inflamatoria local. En la ferida, la resposta
inflamatoria ha de produir-se rapidament per permetre el desenvolupament de
fases subsegiients de cicatritzacid. El NO redueix l'infiltrat inflamatori en
lesions cutanies®®, accelerant el desenvolupament de les fases posteriors de la
cicatritzacid. Les altes concentracions de citocines inflamatories estimulen la
persisténcia d'un augment en els nivells de proteases (com el MMP-9) que
destrueixen tant els factors de creixement com la matriu extracel-lular, cosa
que provoca una disminuci6 de la proliferacio cel-lular i la contracci6 de les
ferides*!#243, Per tal d’avaluar els nivells de proteasa a la zona de la ferida, a
I’article 1 s’estudia I’activitat de la gelatinasa de la metaloproteinasa-2 i -9 de
la matriu. El nivell de MMP-9 actiu va ser un 27% menor en el grup tractat
amb propranolol que en el grup control. Els nivells de MMP-2 eren similars
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entre grups. Malgrat aquestes dades, hi ha articles que defensen que MMP-9,
per exemple, pot degradar el col-lagen tipus I danyat i facilitar la migracié de
queratina i la re-epitelitzacid en ferides diabétiques®>. De fet, després del
tancament de la ferida, el teixit de granulacio, que és ric en col-lagen de tipus
III 1 vasos sanguinis, es reemplaga progressivament per una cicatriu
col-lagenosa, que consisteix principalment en col-lagen de tipus I amb pocs
vasos sanguinis. Aquesta canvi gradual dels components de la matriu
extracel-lular esta controlada principalment per metal-loproteinases de matriu
4. A larticle 5°° també van trobar que l'expressio de la proteina MMP-9 va ser
significativament més alta en el grup experimental que en el control durant les
etapes inicials de curacié de la ferida (dies 2, 5, 7 1 10). En la curaci6 tardana
(dies 14, 17121), MMP-9 va augmentar en el grup control i va superar el nivell
del grup experimental. Per tant, 'augment primerenc de MMP-9 pot explicar
l'augment de la re-epitelitzacié en la curacid inicial de la ferida en el grup
propranolol.

En I’article 5%, les ferides del grup propranolol van tenir una area menor que
les del grup control els dies 2, 5, 7, 10, 14, 171 21. I a l’article 1 , I'area de la
ferida va ser significativament menor en el grup tractat amb propranolol que
en el grup de control 7 i 14 dies després de la ferida. De fet, 14 dies després
de fer la ferida, les fibres de col-lagen eren principalment verdoses,
fragmentades i primes, i disposades paral-lelament al control. En canvi, en el
grup tractat amb propranolol, les fibres eren grogues, espesses, fragmentades i
primes, i disposades de manera similar a les de la pell normal. Aixi, les fibres
de col-lagen eren més organitzades i denses en el grup tractat amb propranolol
que en el grup de control. Per confirmar aquestes observacions histologiques,
es van mesurar els nivells d'hidroxiprolina (aminoacid principalment present al
col-lagen) a les lesions 14 dies després de la ferida. Els nivells d'hidroxiprolina
van ser 103% més grans en els tractats amb propranolol que en el grup control.

Per ultim, els blocadors d’adrenoreceptors B s’han trobat molt efectius en la
curacid de ferides en pacients diabétics. Un home de 67 anys amb diabetis
mellitus i insuficiéncia venosa cronica presentava una ulcera a la cama. El
pacient havia rebut cures estandards préviament, pero la ferida no havia
avangat al llarg de la seva trajectoria curativa. El pacient va ser tractat amb
timolol topic 1, després de quatre setmanes, es va observar una lleu millora de
la ferida. A partir d’aquell moment, la ferida va curar rapidament fins a la re-
epitelitzacio total.*¢

4.2 Tractament de ferides per cremades amb blocadors d’adrenoreceptors

B

Estudis previs han demostrat que el propranolol, un bloquejador B no selectiu,
té efectes sistémics generalitzats positius a I’hora de curar una cremada.
L'administracié de propranolol en nens amb una greu cremada durant un any
va millorar significativament la composicié corporal, el catabolisme de
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proteines musculars, la lipolisi, la despesa energetica en repos 1 la funcio
cardiaca, reduint les taxes de mortalitat.*’

A Tarticle 8%, l'administracié d'una dosi baixa de propranolol va millorar la
cicatritzacid cutania de les cremades de rates, reduint la resposta inflamatoria
local i millorant les fases posteriors de cicatritzacid. El nombre de c¢l-lules
inflamatories va ser major en el grup control que en el grup tractat amb
propranolol 63 dies després de la cremada. D’altra banda, el propranolol també
va millorar la contraccié de la ferida, la re-epitelitzacid, desenvolupament del
teixit de granulacio, deposicié de col-lagen i angiogenesi; estimulant aixi la
reparaci6 del teixit. L'area de les ferides va ser menor en el grup propanolol
que en el grup control 21, 53 i 63 dies després de la cremada. També es va
mesurar els nivells de MMP-2 i es va detectar que eren un 25% més petits en
el grup control que en el grup tractat amb propranolol. En aquest estudi, els
animals tractats amb propranolol van presentar un bastiment de col-lagen més
madur i organitzat, una disminuci6 de la densitat de vasos sanguinis i nivells
elevats de MMP-2, el que indica que el tractament amb propranolol podria
haver estimulat el desenvolupament d'un teixit de granulacio col-laginds menys
vascularitzat i més organitzat, mitjangant l'activacié6 de MMP-2. De fet, 63 dies
després de la cremada, les fibres de col-lagen eren de color vermell-groc,
fragmentades, primes i disposades paral-lelament al grup control. No obstant
aixo0, en el grup tractat amb propranolol, aquestes fibres eren vermelloses,
allargades, gruixudes i disposades paral-lelament a la superficie. Aixi, les
fibres de col-lagen eren menys organitzades i denses en el grup de control que
en el grup tractat amb propranolol. A més, els nivells d'hidroxiprolina eren 33%
menors en el grup control que en el grup tractat amb propranolol. A més a més,
l'administracié d'una dosi baixa de propranolol també va millorar I'angiogenesi
mitjancant 1'estimulacio de la sintesi de 1'0xid nitric, el qual activa la producci6
del factor de creixement endotelial vascular, que es relaciona directament amb
l'angiogenesi.

La utilitat dels antagonistes 3 en el tractament de les ferides es va demostrar
inicialment amb la seva administracio sistémica per tractar cremades. Seixanta-
nou pacients adults amb cremades que cobrien >30% de la superficie total del
cos van rebre cures estandard amb o sense propranolol. L'administracié de
propranolol durant el periode d'hospitalitzacié va disminuir la pérdua de sang
durant els procediments d'empelt de la pell i va millorar notablement la
cicatritzacio de les ferides en adults amb cremades severes.

4.3 Tractament de les ulceres per pressi0 amb blocadors
d’adrenoreceptors 8

Malgrat els bons resultats que s’obtenen en la curacié de ferides d’altres
etiologies, s’ha trobat que el bloqueig dels receptors beta adrenergics perjudica
la cicatritzaci6 cutania en lesions del tipus isquémia-reperfusio en ratolins, fent
que el tancament de la ferida sigui més lent amb I’aplicacié de propranolol. El
farmac causa retard en la migraci6 dels queratinocits, en la re-epitelitzacid, en
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I’angiogeénesi 1 en la perdua del teixit necrotic. La permanéncia prolongada del
teixit necrotic induit pels blocadors d’adrenoreceptors  afecta a la resposta
inflamatoria i a la reconstruccié dérmica donant lloc a una cicatriu de mala
qualitat.®!

Durant la formaci6 de la neo-epidermis, el gruix de la neo-epidermis augmenta
i es redueix a poc a poc a les etapes finals de curacié®*. El grup tractat amb
propranolol va presentar una capa massa gruixuda de neo-epidermis al final de
la curacid del teixit. D'aquesta manera, el bloqueig de I’adrenoreceptor B1-/ 2
pot haver afectat el procés de formaci6é de la neo-epidermis al final de la
curacio, retardant la restauracid de la barrera cutania i aconseguint una cicatriu
de menor qualitat. A més a més, en la cicatritzacid6 normal de la ferida, la
tenascina regula les interaccions de la matriu cel-lular 1 estimula el tancament
de la ferida, pero desapareix poc després de la re-epitelitzacié*®. Les troballes
a aquest article van demostrar que el bloqueig de I’adrenoreceptor B1/B2 va
augmentar fortament I’expressio de tenascina-C, el que podria haver contribuit
al desenvolupament d'una cicatriu de col-lagen immadura i desorganitzada. De
fet, les fibres de col-lagen eren vermelloses, allargades i gruixudes, disposades
paral-lelament i1 perpendicularment a la superficie del grup control, 21 dies
després de la ferida. En el grup tractat amb propranolol, en canvi, les fibres de
col-lagen eren groc-vermellds, curtes i primes i es disposaven paral-lelament a
la superficie 21 dies després de la ferida. Per tant, les fibres de col-lagen eren
menys organitzades i denses en el grup tractat amb propranolol que en el grup
de control. Per confirmar aquesta observacio histologica, es van mesurar els
nivells d'hidroxiprolina (aminoacid present principalment en el col-lagen) en
les lesions. Els nivells d'hidroxiprolina van ser més petits en el grup tractat amb
propranolol que en el grup control 21 dies després de la ferida.

Una caracteristica de les ulceres per pressid ¢és la inflamacid cronica. El
microambient de 1Wlcera mostra una destruccid massiva de la matriu
extracel-lular i factors de creixement a causa de la invasi6 d'un gran nombre de
neutrofils 1 els seus enzims destructius, com la elastasa i la MMP-8. A més,
l'augment dels nivells de proteasa derivada de neutrofils (com la elastasa)
durant la fase inicial de la reparacid del teixit pot contribuir al retard en la
migracio del queratinocit i la pérdua del teixit necrotic. En el grup propranolol
es va incrementar I’expressio d’elastasa de neutrofils quan es compara amb el
grup control. A més a més, els nivells elevats de proteases induits per bloqueig
B1-/B2-AR poden disminuir els nivells de TGF-B, que condueixen a la
deficiencia de la diferenciacié miofibroblastica, el que contribueix al retard del
tancament, ja que les taxes de tancament son proporcionals al nombre de
miofibroblasts. La densitat de miofibroblast era menor en el grup tractat amb
propranolol quan es va comparar amb el grup control 3 dies després de la ferida.
Tot 1 aix0 7 1 14 dies després de la ferida va augmentar la densitat al grup
propranolol, el que significa que el procés anava endarrerit.

Finalment, la expressio de MMP-12 a (Assis de Brito TL et al., 2014)*! era més
baixa al grup tractat amb propranolol 7 dies després de la ferida, pero va
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augmentar 14 dies després de la ferida. El retard en l'activacié de macrofags
induit pel bloqueig de B1- / f2-AR pot haver perjudicat l'expressio6 de MMP-
12. Per tant, es va observar un desplagament de la maxima expressi6 de MMP-
12 en animals tractats amb propranolol de 7 dies a 14 dies després de la ferida.
D'aquesta manera, suggereixen que el bloqueig de I’adrenoreceptor B1- / 2
perjudica a la mobilitzacid i activacié de macrofags i retarda la construccio
dérmica.

Tot i que (Assis de Brito TL et al., 2014)*! afirma que el bloqueig dels
adrenoreceptors beta és perjudicial per a la curacié d’ulceres per pressio,
[Braun LR, et al, 2013]* afirma que una pacient d’edat avangada amb una
ulcera per pressio a la part superior de la cuixa dreta, després de rebre cures
amb timolol topic va presentar un €xit curatiu molt elevat. D’una ferida cronica
de 2cm2 es va aconseguir una reduccio del 70% en 7 setmanes.

4.4 Tractament de ferides d’altres etiologies amb blocadors
d’adrenoreceptors 8

Estudis previs han suggerit que la gradacié ionica en l'epidermis esta molt
relacionada amb la curaciéo d’una ferida®. L’augment de la concentracid de
calci intracel-lular en el queratinocit huma és provocat per la uni6 de
catecolamines (epinefrina, norepinefrina 1 isoproterenol) als receptors
adrenérgics. L'activacié del receptor b augmenta [’adenosina ciclica
monofosfat a través de la proteina G i obre el canal de calci.’! van demostrar
que els blocadors de canals de calci eviten el retard en la reparacio de barrera
induida per l'augment de la concentracio de calci. Aixi doncs, el flux de calci
en els queratinocits perjudica la curacié de la ferida. De fet, en Darticle 2°%s
demostra 1’efecte beneficids dels antagonistes de f2-AR en la curacid de la
barrera cutania i afirma que amb l'aplicacié topica de verapamil o nifedipino,
tots dos antagonistes del canal de calci, es va bloquejar el retard de la reparacio6
de la pell induit per I'hidroclorur de procaterol, un agonista f2-adrenérgic. Aixo
suggereix una associacio del canal de calci amb l'alteracié de la velocitat de
reparacio induida per l'agonista B2-adrenergic. A més, 1'CI-118551 o el
clenbuterol (antagonista $1,2) van accelerar la recuperacié de la barrera de
forma significativa. En aquest article, els agonistes i antagonistes de B1-AR no
afecten a la velocitat de la reparaci6 de la ferida. D’altra banda, el procaterol i
l'alprenol (agonistes f2-AR) retardaven la reparacié mentre que ICI-118551,
un antagonista de 2-AR, bloquejava aquest retard. De fet, 1’aplicacio topica
d'ICI-118551 o clenbuterol, un antagonista de Bl i B2-AR, accelerava la
reparacio.

Definitivament, els queratinocits expressen un alt nivell de receptors [2-
adrenérgics que semblen tenir un paper en I'homeostasi cutania i, com ja hem
vist anteriorment, després de la lesio, migren directament al 1lit de la ferida per
iniciar la re-epitelitzacid, essencial per a la reparaci6 de la ferida i la restauracid
de la integritat de la barrera. A article 16°2, els antagonistes de B-AR milloren
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la capacitat dels queratinocits per curar una ratllada feta a un cultiu, a més
d’augmentar la taxa de migracié de cé¢l-lules individuals. A més a més, a
I’article 16 s’afirma que es antagonistes de -AR també promouen i acceleren
la re-epitelitzacié mitjangant la direccionalitat mediada pel camp electric del
queratinocit. El camp eléctric, generat immediatament després de la ferida, és
el primer senyal que reben les cel-lules per dirigir la seva migracio al llit de la
ferida. Com que el centre de la ferida és negatiu pel que fa a les vores de la
ferida, els queratinocits migren cap al pol negatiu. El tractament de
l'antagonista B-AR augmenta significativament la direccionalitat de la
migracio.

L’article 3 també defensa 1’0s dels antagonistes de P2-AR, i afirma que
augmenta la funcid dels dermofibroblasts i la re-epitelitzacid, aixi com
promoure l'angiogenesi de la ferida mitjancant 1’estimulacio de la secrecio de
VEGF per part dels queratinocits. L’article 7°* també demostra que
l'administracié de propranolol augmenta l'angiogénesi mitjancant I'augment
del nombre de mastocits en rates tractades amb propranolol, els quals faciliten
la formaci6 de nous vasos mitjangant interaccions cel-lulars complexes.
Malgrat aquests resultats, I’article 4 >° afirma que encara que 'angiogénesi és
essencial per a la reparacio de la ferida, la disminucio de l'angiogenesi esta
relacionada amb una millora de la cicatriu. De fet, defensa 1’us dels B2ARag,
els quals van reduir significativament l'angiogenesi en l'assaig de membrana
chorioalantoica (CAM) en un 29%, aconseguint conseqiientment una cicatriu
un 47% més reduida, 56 dies després de la ferida. La hiperpigmentaci6 també
es va reduir gairebé a la meitat, i I'aparenca de la cicatriu va millorar
significativament, aixi com la brillantor, la mida, la textura i la flexibilitat.
Conclouen que el salbutamol topic va millorar significativament la cicatriu de
ferides in vivo. D’altra banda, I’article 4 va confirmar que 1’activacio del
receptor B2AR mitjangcant 1’agonista inicialment reduia la inflamacié: Va
reduir la direcci6 de les cel-lules inflamatories cap a les ferides en la pell de
peix zebra in vivo a les poques hores després de la ferida 1 va reduir 'area
infiltrada per macrofags en biopsies de ferida porcina de set dies. Tanmateix,
l'area infiltrada de macrofags era en realitat un 28% més gran en ferides
tractades amb P2ARag, 14 dies després de fer-les, en comparacié amb els
controls, mentre que no hi va haver diferéncies a partir del dia 21.

L’efecte positiu dels blocadors d’adrenoreceptors 3 a les ferides també és
notori en molts casos clinics, com per exemple*, on una dona de 43 anys
presentava una gran ferida refractaria a I'esquena, la qual havia estat tractada
amb diverses técniques per tal de curar la lesid, 1 totes elles havien estat
rebutjades. Es va utilitzar timolol topic com a nou tractament per a la re-
epitelitzacié rapida. La pacient va presentar una curacié rapida, exemplificant
el potencial dels antagonistes 2-AR per a la curaci6 de les ferides croniques.
El tractament va ser ben tolerat, sense esdeveniments adversos significatius.
També, a [Braun LR, et al, 2013]* quatre pacients en edat avangada amb
ulceres de diferents etiologies (venoses croniques i refractaries traumatiques)
van rebre cures amb timolol topic. Cada pacient va tenir un exit curatiu limitat
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amb altres cures alternatives, abans de canviar al timolol topic. Tots els
pacients van millorar amb el timolol topic, i d’aquests, 3 pacients van curar-se
completament.

D’altra banda, a (Beroukhim K et al, 2014)°® un home de 76 anys presentava
un carcinoma de ceél-lules escamoses al cuir cabellut, amb una historia de 5
anys 1 una recurréncia de 3 vegades. El pacient va ser tractat amb timolol topic.
La ferida sencera es va re-epitelitzar completament després de 4 mesos. Sense
cap altre canvi en la cura de ferides, tret de l'addicié de timolol, la curacid
completa de la ferida es va atribuir a la medicacid. Pel que fa a (Vestita, M. Et
al, 2016)°” un pacient de 68 anys presentava una profunda lesio ulcerosa al tald
dret. La lesi6 s'havia tractat abans amb una varietat de farmacs topics i
sistémics sense cap tipus de resposta clinica significativa. El pacient va ser
tractat amb propranolol topic. Després de 3 setmanes, 1'ilcera va millorar i,
després d'una setmana, la lesio es va curar completament. No es van detectar
irritacions o altres efectes adversos locals o sistémics.

Per altim, a (Chiaverini C et al, 2016)°® dos nens d’1 any d'edat amb
epidermolisi bullosa juntural presentaven ferides croniques a les ungles 1 al
plec del coll, respectivament. Tractaments previs, com l'aplicacié diaria
d'esteroides toxics potents, no havien tingut efecte en la curacié d’aquestes
ferides. Després de 3 1 8 setmanes d'aplicacio topica de timolol, les ferides es
van curar al 100% 1 al 80%, respectivament, i sense efectes adversos.

En conclusio, els blocadors d’adrenoreceptors § son uns medicaments amb un
gran potencial per a la curacio de ferides. No obstant aixo, altres investigadors
consideren que el propranolol oral pot retardar la cicatritzacié de la ferida. Per
exemple, I’article 7 afirma que el bloqueig de b1/b2-AR retarda la curacio de
les ferides, aixi com que també redueix la densitat de fibres de col-lagen i els
nivells d'hidroxiprolina 7 i 14 dies després de ferir. La formacié de la neo-
epidermis comenga just després de la lesid. Al principi, els queratindcits
migren, en lloc de proliferar, des de la vora de la ferida fins a la superficie de
la ferida; quan es completa la neo-epidermis, els queratinocits proliferen per
reconstruir totes les capes epidérmiques. El bloqueig dels adrenoreceptors B1 i
B2 retarda la formaci6 de la neo-epidermis principalment inhibint la migracid
de queratinocits. En els animals tractats amb propranolol, es va observar una
disminucié del gruix de la neo-epidermis.

5. PART EXPERIMENTAL

Amb aquesta part experimental, la idea és proposar un tipus d’experiments
que poden portar a terme al grup de recerca TR2Lab i1 que permeten estudiar
diferents aspectes de 1’accio dels blocadors d’adrenoreceptors [ sobre les
cel-lules que estan implicades en la curacid de ferides. Aixo permetra realitzar
una recerca translacional al TR2Lab on els resultats i1 conclusions de la seva
recerca basica es podran traslladar a la practica clinica. L’objectiu d’aquest
experiment és servir com a model per exemplificar una de les proves que
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s’haurien de fer a nivell experimental per tal de comprovar 1’efectivitat dels
blocadors d’adrenoreceptors 3 pel que fa a la migracié de cel-lules dérmiques,
com soOn els dermofibroblasts. Gracies a la recerca bibliografica, s’han pogut
detectar diverses llacunes de coneixement que podrien ser molt rellevants per
a I’aplicacid dels blocadors beta en 1’ambit clinic. Aixi, un dels aspectes que
a mi em sembla més prometedor es 1’analisi de 1’efecte dels blocadors beta-
adreneérgics que s’utilitzen amb els blocadors beta-adrenérgics amb una
selectivitat pels receptors diferent. Amb la metodologia que es proposa en
aquest treball, es poden respondre aquest tipus de preguntes que tenen un alt
valor afegit per a la recerca que es realitza en aquest camp.

Per poder mostrar amb seguretat els efectes dels blocadors d’adrenoreceptors
B sobre les ferides, s’hauria de fer una comparacio entre farmacs de diferents
tipus, 1 d’aqui I’objectiu d’aquest model de treball experimental.

L'assaig de tancament de "ferida" (wound healing assay) t€ com a objectiu
I'estudi de la migracio dels fibroblasts. Es un assaig que es basa en 'observacid
del comportament d'una monocapa confluent de cél-lules a la que préviament
se li ha realitzat una "ferida". Les c¢l-lules de la vora de la bretxa es mouran
cap al centre fins a establir nous contactes cel-lula-cel-lula, tancant aixi la
"ferida". A mesura que les cél-lules avancen, es van captant imatges de manera
periodica durant l'experiment per tal de, posteriorment, poder-les comparar
per a determinar la velocitat de migracid de les cél-lules.’

5.1 OBJECTIU DE L’EXPERIMENT

La idea és realitzar un assaig de tancament de ferida amb dermofibroblasts
humans en cultiu amb 4 condicions diferents: una placa control, una amb un
agonista P-adrenérgic (cimaterol) i dos antagonistes P-adrenérgics, el
propranolol (antagonista beta-adrenérgic no selectiu) i1 el carvediol
(antagonista B-adrenérgic no selectiu amb activitat al-blocant), amb la
finalitat d’observar les diferéncies que provoquen cadascun d’aquests
compostos en el temps de tancament de la “ferida”.

5.2 PROTOCOL

5.2.1 Cultiu cel-lular.

Les cel-lules utilitzades per I’experiment sén dermofibroblasts humans.
Aquestes son cel-lules situades a la capa de la dermis que son responsables de
generar el teixit conjuntiu i permeten la reparacié de la pell després d’una
ferida. A més, aquestes cel-lules segreguen proteines participants en la
formaci6 de la matriu extracel-lular. Resulten ser un bon model de cél-lula
dérmica per a fer aquest tipus d’experiments, ja que son agents clau per
mantenir 'homeostasi de la pell i per a la reparacio tissular fisiologica.!*
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A més a més, s’ha observat que els antagonistes de f2-AR augmenten la
funcio dels dermofibroblasts.>

Primer de tot es va fer una base de fibronectina a la placa (4 plaques), per tal
de simular una matriu extracel-lular i promoure 1'adhesio6 cel-lular al substrat.
Es van introduir 4ug/placa de fibronectina diluida en PBS, fent un total de
300ul/placa. Es va deixar incubant 45° a 37°C. Seguidament, es va retirar la
fibronectina sobrant de les plaques i es va addicionar albimina a 2mg/ml (1ml
a cada placa). Es va deixar 1h a 37°C. Vam treure el sobrant i vam rentar amb
PBS. Tot seguit, es va introduir 0,5 ml de c¢l-lules (provinents d’un cultiu
anterior en T25 amb una confluéncia de 80%) + 2 ml de medi 15% a cada
placa, i es va incubar a 37° fins que es va obtenir un cultiu monocapa de
dermofibroblasts humans d’una confluéncia de 90% aproximadament.

5.2.2 Realitzacid de “ferides”

Un cop obtingut el cultiu, es va retirar el medi i es van fer, en cada placa, 4
carrils rectes a la base amb un retolador permanent, i, perpendicularment a
aquests carrils, dues “ferides” a la monocapa utilitzant una punta esteril de
pipeta p200. Per fer les ferides, s’arrossega la punta de la pipeta per la
monocapa amb un angle d'inclinacié de 45° aproximadament, vigilant de no
prémer excessivament per tal de no danyar la matriu de fibronectina. Un cop
fetes les “ferides” és molt important rentar un parell de vegades les plaques
amb PBS per descartar les restes cel-lulars despreses.

Finalment, afegim medi al 0,15% de sérum+10uM de cadascun dels farmacs
que volem observar, tenint en total 4 condicions (control, cimaterol,
propranolol, carvedilol). L'assaig es fa en condicions de baix seérum, ja que
aixo permet a les c¢l-lules migrar perd que minimitza la proliferacio cel-lular,
per aixi no apantallar la migracio cel-lular.

j; (/ \)
C /

Figura 8. Esquema de la distribuci6 de
ferides 1 carrils a la placa. (Imatge de font

propia)
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5.2.3 Seguiment de 1’evolucid de les “ferides” 1 analisi de dades

Es va fer una fotografia per area seleccionada cada hora aproximadament (fins
al tancament de la ferida o fins al T12), a quatre augments (4X), obtenint aixi
un curtmetratge de fotos que ens va permetre observar el tancament progressiu
de la ferida. Durant la nit va haver un periode llarg en el que no es va fer
fotografies, per aix0. Al acabar 1’experiment, les fotografies es van analitzar
amb el I’eina MRI Wound Healing Tool, del programa ImageJ. Amb aquest
programa es van poder calcular les arees buides de les diferents imatges, de
manera que, posteriorment, es va poder calcular el % d’area poblada per
cel-lules respecte al total. L’objectiu final és poder graficar els resultats 1
calcular el pendent de la recta. Com més gran el pendent, més velocitat de
tancament presentaran les cél-lules.

5.3 RESULTATS
Per determinar l'efecte dels antagonistes i agonistes sobre la migraci6 de

dermofibroblasts humans, es va mesurar la capacitat d’aquestes c¢l-lules per
curar una "ferida" d’una monocapa confluent de cel-lules.
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Figura 9. L’esquema que es va seguir per tal de determinar les arees per a cada condicid. Per cada
condici6 es van seleccionar 4 arees representatives i es va fotografiar cada hora aproximadament
(menys a la nit, que hi ha un interval molt més gran de temps). A) Control. B) Cimaterol. C) Carvedilol.
D)Propranolol. (Imatge de font propia)
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A les fotografies segiients es mostra I’evolucio en el temps de les ferides (un
representant per cada condicid). Es pot observar clarament com, a mesura que
passa el temps, els dermofibroblasts humans van migrant poc a poc i tancant
la ferida. En tots casos, a partir de la fotografia K podem veure un canvi molt
gran i sobtat en la confluéncia, donat perque entre la fotografia K i la L ha
passat el periode de nit, on no s’ha pogut fotografiar. L’evolucié de cada
representant, a més a més, es representa a una grafica on es veuen clarament
les diferencies entre condicions.

Figura 10. Fotografies a quatre
augments  dels  dermofibroblasts
humans de 1’area 11 (control) en
diferents temps (en minuts). A) Top: 0.
B)T:: 60. C) Ta: 140. D)T3: 204. E) Ta:
262. F)Ts: 332. G) Te: 390. H)T7: 456.
I) Tg: 509. J)T()Z 559. K) Tio: 1410.
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Figura 11. Fotografies a quatre augments dels dermofibroblasts humans de ’area 17 (cimaterol, agonista) en diferents
temps (en minuts). A) To: 0. B)T1: 50. C) T2: 115. D)T3: 180. E) T4: 240. F)Ts: 309. G) Te: 366. H)T7: 435. 1) Ts: 487.
J)Tg: 535. K) Tio: 1412. L) Tii: 1630.
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Figra 12. Fotografies a quatre augments dels dermofibroblasts humans de 1’area 21 (carvedilol, antagonista) en

diferents temps (en minuts). A) Tp: 0. B)T;: 48. C) Ta: 114. D)T5: 178. E) T4: 237. F)Ts: 365. G) Te: 432. H)T7: 485. 1)
Tg: 534. J)Tg: 1292. K) Tio: 1509. L) Tu: 1771.
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Figura 13. Fotografies a quatre augments dels dermofibroblasts humans de I’area 28 (propranolol, antagonista) en
diferents temps (en minuts). A) To: 0. B)T1: 46. C) T2: 110. D)T3: 173. E) Ta: 233. F)Ts: 373. G) Te: 438. H)T7: 492. 1)
Ts: 541. )To: 1422.K) Tio: 1635. L) T11: 1909.
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Evolucio del tancament de |'area de les ferides durant el dia
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Figura 14. Grafiques amb un representant de cada condicié. En blau, I’area 11 corresponent a Control. En taronja,
area 17, que correspon a I’agonista (cimaterol). Finalment, en gris i groc, arees 21 i 28, els dos antagonistes, carvedilol
i propranolol, respectivament. A 1’eix de les ordenades es representa 1’area (en percentatge) de la superficie que s’ha
tancat, comengant pel 0% a T=0, mentre que en I’eix d’ordenades es representa els diversos temps. A) Es mostra la
fraccio de temps que passa durant el dia. B) Es mostra la fraccio de temps que passa durant la nit. No hi va haver

seguiment durant la nit, aixi que el progrés esta basat en la ultima foto realitzada el dia anterior i la primera del dia
seglient.
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Figura 15. Representacio grafica de les pendents mitjanes de cada condicio. SD=0,00370761

5.4 CONCLUSIONS EXPERIMENTALS

Per 1’agonista (cimaterol) i el control (no farmac), a diferéncia del que havia
estat reportat, s’ha obtingut el pendent més elevat (0,01325 + 0,00212525 i
0,0164+ 0,00151217 respectivament). Pel que fa al propranolol i el carvedilol
(antagonistes), els quals, segons la informacid extreta de la part bibliografica
del treball, haurien de presentar una velocitat de tancament més elevada, és a
dir, un pendent més gran, el seu pendent és de 0,009725 £ 0,00097425 10,0081
1 0,00282017 respectivament. No he obtingut els resultats que esperava, pero
el motiu plausible pel qual es dona aquesta situaci6 és per la dosi de farmacs
usada. En el nostre cas, la dosi que es va utilitzar per fer cadascuna de les
condicions va ser de 10uM de cada compost, respectivament. Si que hi ha
alguns experiments que utilitzen aquesta concentracid, pero no resulten ser el
mateix experiment que el nostre, ja que observen coses diferents, o son assajos
diferents als nostres. Per exemple, per fer un assaig d'anell aortic de rata, per
observar si hi ha variacions en el creixement endotelial aortic segons
l'aplicacio o no aplicacio d’un blocador d’adrenoreceptors B.>* O també s'ha
utilitzat aquesta dosi per observar la relacié de 1'aplicacié d'un agonista amb
el nombre d'adhesions focals madures en dermofibroblasts humans i
l'expressio génica profibrotica.” Pel que he pogut observar, en la majoria
d’experiments similars que he tractat bibliograficament’->3-433 utilitzen una
dosi molt més baixa, de 10nM, pel que es podria dir que la dosi massa elevada
ha afectat de manera negativa al tancament de la ferida. Aquest fet podria ser
donat perque a aquestes dosis tant elevades, els blocadors dels receptors beta
adreneérgics no son selectius respecte a altres receptors diferents dels
adrenérgics. Una altra possibilitat podria ser que a aquestes dosis poden tenir
efectes sobre la fluidesa de la membrana si son molt hidrofobics. Aixi, s’hauria
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d’ajustar la concentracié de farmac per poder extreure conclusions més
esclaridores sobre I’efecte d’aquests compostos sobre les ferides. Pero, com
s’ha indicat anteriorment, aquests resultats no son concloents estadisticament,
ja que amb el baix nombre de mostres de les que disposem per condicié no
podem fer cap test estadistic per decidir si les diferéncies que observem son
significatives o no, pel que, per treure unes conclusions finals, aquest
experiment s’hauria de portar a terme novament, amb la correcta dosi i1
procediments. Tanmateix, 1’objectiu d’aquest treball no és extreure
conclusions estadistiques, sind mostrar un tipus d’experiment i d’analisi que
permeti avaluar 1’activitat dels blocadors beta en el si del grup de recerca
TR2Lab. També cal dir que el temps que passa durant la nit també podria ser
important per obtenir un seguiment més detallat de la curacio de la ferida, pel
que en propers experiments també s hauria de tenir en compte aquest factor i
ajustar els temps correctament per a que no hi hagi una diferéncia de temps
entre fotografies tan elevada. Seria convenient realitzar aquests assaigs de tal
manera que es poguessin obtenir aquests punts amb millores técniques com la
gravaci6 automatitzada, per exemple.

6. DISCUSSIO

Com he pogut observar mitjancant 1’estudi de diferents articles i casos clinics, 1’us
dels blocants beta per a la curacié de ferides encara roman amb molta controversia i
contradiccions. Per una banda, hi ha articles que defensen el bloqueig dels
adrenoreceptors per tal d’accelerar la curaci6 de ferides, com és el cas de (Romana-
Souza B et al, 2009). Aqui, en rates diabétiques, I'administracié de propranolol va
millorar la curacié de les ferides mitjancant la reducci6 de la resposta inflamatoria
local, aixi com els nivells d’MMP-9. També va millorar la contraccio de la ferida, el
desenvolupament del teixit de granulacio, la deposicié de col-lagen i I'angiogenesi,
tot gracies a la estimulacio de la sintesi de NO. Pero d’altra banda, en rates
normoglucemiques, I'administracido de propranolol va retardar la contraccio de la
ferida 1 la re-epitelitzaci6. També, va reduir la densitat de col-lagen i els nivells
d’hidroxiprolina. Tanmateix, va augmentar l'infiltrat inflamatori i ’angiogeénesi en les
lesions cutanies. Estudis previs han pogut demostrar que un dels factors caracteristics
de la diabetis és la reducci6 de la sintesi d’NO, el que provoca diverses conseqiiéncies
que afecten a la bona curaci6 de la ferida, com per exemple I’empitjorament de la
deposicio del col-lagen, el retard en la proliferacié de fibroblasts o la inflamacio
prolongada®?* 33, Com ja s’ha comentat anteriorment, una de les vies d’actuaci6 del
propranolol, segons (Romana-Souza B, 2009), ¢és I’estimulaci6 de la sintesi de NO,
pel que en cas de ferides del tipus ulceres diabétiques, I’efecte positiu d’un antagonista
com el propranolol pot accelerar el desenvolupament de la curacié de ferides. A més
amés, a Zheng Z et al., 2017, I’aplicacio topica de propranolol també va promoure la
curacid de ferides en ratolins diabetics. El tractament amb 1’antagonista va suposar
d’entre altres coses 1’augment de la re-epitelitzaci6 i1 de I'angiogénesi funcional. A
més a més, s’ha comprovat en casos clinics la efectivitat d’aquests tipus de farmacs,
després de tractar amb timolol topic un pacient amb diabetis i una ferida cronica i
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aconseguir el tancament rapid fins a la re-epitelitzacio total*. Per tant, considero que
aquests estudis proporcionen certes bases solides per a afirmar que l'aplicacié de
propranolol en ulceres diabétiques és molt eficient a 1’hora de tractar ferides de
pacients diabetics 1 pot convertir-se en un farmac molt novedos.

No només s’ha comprovat 1’efectivitat dels antagonistes en ferides diabétiques sind
que també (Romana-Souza B et al., 2008) afirmava que I'administracié d'una dosi
baixa de propranolol millora la curacié de ferides de rates provocades per cremades,
reduint la resposta inflamatoria local, aixi com millorant la contracci6 de la ferida, la
re-epitelitzacio, el desenvolupament del teixit de granulacio, la deposicioé de col-lagen
i I’angiogénesi. A més a més es va comprovar 1’eficacia del propranolol en seixanta-
nou pacients adults amb cremades que cobrien >30% de la superficie total del cos.
L'administracié va millorar notablement la cicatritzacidé de les ferides. Aixi doncs,
podem afirmar que els blocadors d’adrenoreceptors B poden arribar a ser també una
bona alternativa per a la rapida curaci6 de ferides provocades per cremades, aixi com
ser un tractament menys invasiu, més segur i menys indolor per als pacients.

S’ha observat que l’antagonisme per als adrenoreceptors beta també promou la
curacio6 ferides d’altres etiologies, com les tilceres per pressio (Braun LR, et al, 2013),
on s’afirma la curaci6 d’una ferida cronica per pressio a una pacient d’edat avancada
després de rebre un tractament timolol. Tot 1 aix0, s’ha trobat que el bloqueig dels
receptors beta adrenérgics perjudica la cicatritzacié cutania en lesions del tipus
isquémia-reperfusid en ratolins, fent que el tancament de la ferida sigui més lent amb
I’aplicaci6 de propranolol®!. En aquest cas, es necessari investigar més sobre 1’efecte
dels blocants beta en aquest tipus de ferida, ja que amb tan poques evidéncies no
podem extreure una conclusio segura. El que si que podem dir és que en el cas de
Braun LR, et al, 2013, hi ha evidéncies de que ha funcionat en humans, i s’ha pogut
observar una millora significativa, cosa que no podem dir de Assis de Brito, 2014,
que només va observar els efectes en ratolins. A més a més, I’efecte positiu dels
blocadors d’adrenoreceptors B a altres ferides també és notori en Pullar CE et. Al,
2012, on promouen l'angiogenesi de la ferida, la funcié del dermofibroblast i la re-
epitelitzacid, cosa que revela una possible nova via d'intervenci6 terapéutica. Molts
casos clinics també confirmen aquest efecte positiu dels antagonistes en diversos tipus
de ferida®#-65758 " Aixi doncs, donada la gran varietat de ferides amb les que els
antagonistes son efectius i observant 1’éxit d’aquests en tants casos clinics afirmo que
els blocadors d’adrenoreceptors  son uns medicaments amb un gran potencial per a
la curaci6 de ferides.

D’altra banda, Le Provost GS et al., 2015 destaca que el Salbutamol topic, un agonista
dels adrenoreceptors, va millorar significativament I’aspecte de la cicatriu, evitant la
cicatriu hipertrofica i la formacié de queloides. Aixo ens fa veure que els agonistes
també tenen un paper en la cicatritzacio de ferides. Millora I’aparenca de la cicatriu,
pero alguns estudis han observat que 1’aplicacio dels agonistes perjudica la curacié de
la ferida >°. Aixo ens fa pensar que potser una combinacié d’antagonista per accelerar
la curacio en fases inicials i I’agonista per la bona cicatritzacio en fases més tardanes
de la curacié podria arribar a ser un tractament potencial de les ferides cutanies.
Aquest fet s’hauria d’investigar més a fons.

40



UST

FACULTATDE CIENCIES
| TECNOLOGIA
UVIC-UCC

Amb tots els resultats que he obtingut puc concloure que, en tots els tipus de ferida
que s’han estudiat, I’administraci6 dels blocadors d’adrenoreceptors 3 podria arribar
a ser un nou tractament potencial per a la curaci6 d’aquestes, reduint tant la resposta
inflamatoria local com els nivells de metal-loproteinases, millorant la contraccié de
les ferides, el desenvolupament del teixit de granulacio, la deposicié de col-lagen,
l'angiogénesi resultant en un tractament innovador menys invasiu, doloros i costos, 1
més segur i rapid. Perd també he pogut observar que, en general, I’administracié dels
blocadors d’adrenoreceptors B per a la curacié de la ferida continuen sent debatuts,
donat que molts dels articles es contradiuen. Aixo podria ser degut a que els diversos
estudis no es centren en el mateix objectiu o observen coses diferents. Per exemple,
hi ha molta varietat de tipus cel-lulars utilitzats com a model d’estudi entre articles,
aixi com 1’observaci6 dels efectes de diversos antagonistes, amb activitats i
selectivitats diferents. Aixi, s’ha de tenir cura d’estandarditzar els experiments per tal
de poder treure conclusions fiables, ja que actualment s’utilitzen técniques, c¢l-lules
o dosis diferents entre experiments, el que provoca molta variacio.

També, hem de tenir en compte que cada etiologia de ferida és diferent, i que la
curacid d’ulceres i lesions passa per diferents fases, com ja hem vist. Sembla que els
agonistes 1 els antagonistes podrien actuar de manera diferent durant el transcurs de
la curaci6 de la ferida. Pel que he pogut observar, els antagonistes tenen un efecte
molt positiu durant el tancament de la ferida, quan es dona la migracid de
queratinocits, el desenvolupament de teixit de granulacio i la deposicié de col-lagen,
mentre que els agonistes podrien tenir un efecte beneficids en etapes més tardanes de
la ferida, a I’hora de formar la cicatriu. També¢ he observat que pocs articles fan una
comparaci6 entre diferents blocadors d’adrenoreceptors . Es proposen més estudis
que facin aquesta relaci6 entre aquests farmacs ja que, com he pogut observar, tenen
diferents mecanismes d’actuacié i el seu efecte sobre les ferides podria variar
considerablement.

També s’han observat discrepancies entre els assajos en humans i els models de
laboratori utilitzats, ja siguin cultius cel-lulars o animals. Sembla doncs, que hi podria
haver diferéncies que s’haurien de tenir en compte a I’hora d’interpretar els resultats
provinents de la recerca basica que intenta acotar els parametres d’estudi per tant de
poder ser interpretats. Aixi, pot ser caldria fer un esfor¢ per tal de trobar un model que
inclogués els factors més determinants de la curacié de ferides per tal de poder
traslladar els resultats a 1’s d’aquests tractaments en humans.

Per ultim, i pel que he vist en el laboratori, és molt necessari posar a punt els
experiments i fer un protocol estandarditzat per tal de poder extreure conclusions que
ens ajudin a entendre millor el mecanisme d’aquests farmacs i poder observar I’efecte
que tenen en les cél-lules dérmiques.
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7. CONCLUSIONS FINALS

Amb aquest treball s’ha trobat que els blocadors d’adrenoreceptors § tenen un efecte
positiu en la curacié de ferides, reduint tant la resposta inflamatoria local com els
nivells de metal-loproteinases, millorant la contraccid de les ferides, el
desenvolupament del teixit de granulacio, la deposicio de col-lagen, l'angiogenesi
resultant en un tractament innovador menys invasiu, doloros i costos, i més segur i
rapid. Pero, tot i la evidéncia que demostra la possible utilitat d’aquest tipus de
farmacs, fa falta més recerca per tal de determinar els mecanismes exactes pels quals
aquests tipus de farmacs son efectius.

En conclusid, aquest treball dona suport a 1’is dels antagonistes 3 adrenérgics per al
tractament de ferides de diferents etiologies. Aquests farmacs tenen un potencial molt
gran com a terapia coadjuvant o Unica. Tot 1 aix0, cal profunditzar més en la seva
recerca 1 definir millor la seva utilitat. Aixi, es proposa al grup de recerca TR2Lab,
que disposa de ’equip i els medis necessaris, per desenvolupar una nova linia de
recerca transversal i translacional tant a nivell clinic com a nivell basic amb
experiments i metodologies com les que es proposen en aquest treball.

8. PERSPECTIVES

Gracies als recursos i a ’equip d’investigadors dels que disposa el grup de recerca
TR2Lab , s’hauria de considerar el fet de fer experiments com 1’assaig de ferida que
s’ha realitzat en aquest treball, comparant diversos beta-blocants de diferents classes,
ja que no tots els blocadors beta son iguals. Com ja s’ha esmentat anteriorment, cada
blocador beta té la seva selectivitat, liposubilitat o percentatge d’absorci6, d’entre
altres propietats fisicoquimiques i farmacologiques, 1 aquestes comparacions entre
blocadors encara no ha estat explorada. També es proposa observar les diferéncies
dels seus efectes en c¢l-lules de diferents fisiologies, a nivell experimental, i comparar
els efectes dels blocadors beta en diferents etiologies de ferides, a nivell clinic, per
tal de determinar quins son els tractaments més efectius. A més, el TR2Lab podria
explorar noves vies de tractament innovadores que podrien millorar aquestes terapies,
basades en la fotofarmacologia®® (farmacs que només son actius quan son
il-luminats), obrint la porta a la disminucié d’efectes adversos o, fins i tot, efectes
sinergétics amb altres tractaments fotodermatologics!®. D’altra banda, i des del punt
de vista clinic, es podria utilitzar la informaci6 obtinguda a nivell de recerca basica
per la investigacié amb casos clinics dels tractaments que hagin sorgit més efectius 1
que podrien aplicar-se en casos reals a la Unitat de ferides de 1’Hospital de Santa Creu
de Vic, a la qual diversos membres del grup de recerca TR2Lab hi treballen.
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ANNEX

Als grafics segiients es mostra, en 1’eix d’ordenades, el percentatge de c¢l-lules respecte
al total de la imatge, i a I’eix d’abscisses, el temps transcorregut (en minuts). En el grafic
es mostra la equacié de la recta i el valor R% Tenint en compte totes les pendents
obtingudes de cada condici6, es va calcular la mitjana per condicid, i la desviacid
estandard.

CONTROL

Percentatge (%) Percentatge (%)
o B 8 o 8 8 8 8 3

m

. <

g X e

s = c

2]

. m s O

2 < 3 Q

=2 ! 1]

= e,

8 9, (3

b= o. S

o

=23 Y]

¢ 3

v 8 o ]

3° i E

5 ™ g

2 . ] a

5 o

3 : - O —

“o -

ta -y

[~ - o ]

3 8 a2 &

g - .
3 8
Percentatge (%) Percentatge (%)
o ¥ 8 8 -8 88 88E

=4 =4

8 < ] <

s s

0, @ Q,

O. S O-

Q. Q.

m m

- [z

- =

m m

4} (-4}

- -

B w

4

9YB6'0 =

Figura 15. Grafics de I’evolucid de la condicio Control (sense cap farmac). Consta de 4 arees mesurades: 10, 11, 13
i 14. El resultat d’aquesta condicio és una pendent de 0,0164+ 0,00151217 (X+SD)
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CIMATEROL
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Figura 16. Grafics de I’evolucio de la condicié Cimaterol (agonista, 10 uM). Consta de 4 arees mesurades: 16, 17, 18
i 19. El resultat d’aquesta condici6 és una pendent de 0,01325+ 0,00212525 (¥+SD)
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Figura 17. Grafics de I’evolucid de la condicié Carvedilol (antagonista, 10uM). Consta de 4 arees mesurades: 21, 22,
231 24. El resultat d’aquesta condicio és una pendent de 0,0081 + 0,00282017 (x£SD)
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Figura 18. Grafics de I’evolucio de la condicié Propranolol (antagonista, 10uM). Consta de 4 arees mesurades: 26,
27,281 29. El resultat d’aquesta condici6 és una pendent de 0,009725 + 0,00097425 (x+SD)
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