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GLOSARIO

indice tobillo-brazo: Cociente que resulta de dividir la presion arterial del tobillo entre la presién
arterial del brazo (medido mediante flujometria doppler) del cual se obtiene un valor numérico
adimensional que de resultar > 0.8 y < 1.3 es compatible con Ulcera venosa en el contexto
clinico adecuado

mmHg milimetros de mercurio

MTC Mimosa tenuiflora cortex

MTC-2G Extracto etandélico de Mimosa tenuiflora cortex

Fitofarmaco: Productos elaborados con material vegetal o algin derivado de este, cuyo
ingrediente principal es la parte aérea o subterranea de una planta o extractos y tinturas, asi como
jugos, resinas, aceites grasos y esenciales, presentados en forma farmacéutica

ITB indice tobillo brazo

IL-8 Interleucina 8

TNFo Factor de necrosis tumoral alfa

VEGF Factor de crecimiento derivado del endotelio vascular

IL-1B Interleucina 1 beta

PDGF Factor de crecimiento derivado de plaguetas

IL-2 Interleucina 2

IL-3 Interleucina 3

IL-6 Interleucina 6

TGF-B Factor de Crecimiento Transformante beta

EGF-a Factor de Crecimiento Epidérmico alfa

FGFDb Factor de crecimiento de fibroblastos basico



VEGF Factor de crecimiento vascular endotelial

VEGFR-3 Receptor 3 del factor de crecimiento vascular endotelial

CD34 Glucoproteina de superficie expresada en diversos tipos celulares que tiene un papel
importante en la interaccion célula-célula como molécula de adhesion, tiene expresion positiva
en células endoteliales vasculares

D2-40 Sialomucoproteina transmembrana expresada en las células endoteliales de los vasos
linfaticos

ELISA Inmunoensayo ligado a enzimas

MMP Metaloproteinasas de matriz

ICAM Molécula de adhesion intracelular

VCAM Molécula de adhesion celular vascular

LFA-1 Antigeno asociado a funcion leucocitaria tipo 1

VLA-4 Antigeno con activacién muy tardia tipo 4

PDGF Factor de crecimiento derivado de plaquetas

GM-CSF Factor Estimulante de Colonias de Granulocitos Macréfagos
CK Citoqueratinas

MHC Complejo mayor de histocompatibilidad
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RESUMEN

Introduccién: En el andlisis etiopatogénico y fisiopatolégico de las ulceras venosas se ha
descrito la importancia de los inmunomarcadores Factor de Crecimiento Transformante
beta (TGF-B), Factor de Crecimiento Epidérmico alfa (EGF-a), Factor de Necrosis Tumoral
alfa (TNF-a), Interleucina-1 beta (-1 B), Interleucina-6 (II-6), CD34 y D2-40. El patrén de
inmunomarcacion de los mismos no se conoce en las en las ulceras venosas tratadas con
Mimosa tenuiflora cortex (Tepescohuite) fitofarmaco que ha demostrado utilidad clinica
en el manejo de tales ulceras. Objetivos: Describir y comparar el patron de expresion de
los marcadores inmunohistoquimicos TGF-B, EGF-a, TNF-q, II-1B, 1I-6, CD34 y D2-40 en
las Ulceras venosas tratadas con el fitofarmaco MTC-2G (Mimosa tenuiflora cortex) asi
como en las ulceras tratadas sin tal fitofarmaco tanto a tiempo 0 como a las 8 semanas de
tratamiento. Material y métodos: Estudio observacional, longitudinal y comparativo
donde se estudiaron mediante inmunohistoquimica los bloques de parafina de las
muestras de piel obtenidas por biopsia con sacabocado del protocolo previo: “Eficacia del
fitofarmaco Mimosa tenuiflora cortex (MTC-2G) en el tratamiento de ulceras venosas en el
Departamento de Dermatologia Del Hospital General Dr. Manuel Gea Gonzalez” realizado
por Lammoglia L. y colaboradores (afio 2008 y 2009). Tales muestras de tejido embebidas
en parafina correspondieron a pacientes tratados con gel hidrocoloide con y sin el
fitofarmaco MTC-2G, tomadas tanto a tiempo cero como a las 8 semanas de iniciado el
manejo. Las variables independientes fueron: tratamiento con o sin MTC-2G asi como
antes (tiempo 0) y después (semana 8) del tratamiento y las dependientes fueron el grado
de inmunomarcaciéon para los marcadores comentados. Resultados: Se obtuvo
marcacion por inmunohistoquimica para las proteinas TGF-B, EGF-a, TNF-qa, [I-1j3, -6,
CD34 y D2-40 para cada una de las biopsias de ulceras venosas obtenidas por
sacabocado de 4 mm de 19 pacientes tanto a tiempo cero como a las 8 semanas de
iniciado el tratamiento con o sin el fitofarmaco MTC-2G constituyendo 10 pacientes
tratados unicamente con vehiculo (hidrogel) y 9 tratados con vehiculo mas fitofarmaco
MTC-2G. El grado de inmunotincion se clasifico como Nada=1, leve=2, moderado=3,
intenso=4 y se llevd a cabo el analisis de varianza multifactor (ANOVA) con p
estadisticamente significativa menor a 0.05. Ademas se describidé la topografia de la
inmunoreactividad: Epidermis=1, dermis=2, vasos sanguineos=3, infilirado inflamatorio=4,
No aplica=5, epidermis mas vasos=6, vasos mas infiltrado=7, epidermis mas vasos mas

infiltrado=8, epidermis mas dermis=9, epidermis mas infiltrado=10. Todos los valores
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especificados se tradujeron en graficas comparativas en términos de grado y topografia
de inmunotincion tanto a tiempo cero como a las ocho semanas de tratamiento. En el
analisis de varianza multifactor (ANOVA) de los datos presentados se encontraron los
valores de covariado y para efectos principales asi como el valor del promedio y
desviacion estandar acompanados de sus respectivas graficas para cada una de las
proteinas involucradas. El analisis de varianza ANOVA indic6 ausencia de diferencias
estadisticamente significativas para TGF-beta, EGF-alfa, TNF-alfa, [I-6 y CD34 entre el
grupo tratado y el no tratado tanto a tiempo cero como a las ocho semanas de
tratamiento. En el caso de D2-40 se encontraron diferencias estadisticas significativas
entre ambos grupos a tiempo cero pero no fue asi a las 8 semanas. Finalmente en el
analisis referente a I-13 al momento cero se encontraron ambos grupos sin diferencias
estadisticamente significativas pero el valor de P de efectos principales demostré
significancia estadistica. Discusion y conclusiones: El estudio de las ulceras venosas
en sus diferentes aspectos etiopatogénicos y terapéuticos es muy importante dada la
morbilidad individual y general provocadas por este padecimiento. Los aspectos clinicos
de la enfermedad estan bien caracterizados en términos morfoldgicos y cronoldgicos, sin
embargo aun conocemos poco acerca de los fendmenos inflamatorios, microbiolégicos y
bioquimicos subyacentes. En el contexto de la complejidad de la respuesta inmune local y
del proceso de cicatrizacion de las Ulceras venosas determinamos mediante
inmunomarcacion TGF-beta, EGF-alfa, TNF-alfa, II-13, -6 asi como CD34 y D2-40; estos
dos ultimos, como medio de inmunomarcaje altamente especifico para conocer la
densidad vascular y linfatica respectivamente en las Ulceras venosas tratadas con
tepescohuite (MTC-2G) versus las tratadas sin tal fitofarmaco. No encontramos diferencia
estadisticamente significativa para los inmunomarcadores mencionados tanto a tiempo

cero como a las ocho semanas entre el grupo control y el tratado excepto en el caso de II-
1B la cual se presentd con menor grado de inmunoexpresion en forma significativa
estadisticamente en el grupo tratado versus el no tratado. Con este hallazgo identificamos
que el tepescohuite puede regular a la baja la concentracidon local de esta importante
citocina pro-inflamatoria y que esta modificacion microambiental en la Ulcera venosa
podria mostrar evidencia de los mecanismos inmunolégicos subyacentes a la intervencién
terapéutica con tepescohuite en los pacientes con ulceras venosas. El estudio del
tepescohuite y la definicién de su papel como agente terapéutico en las ulceras venosas
es importante ya que constituye un agente util en la practica clinica, econémico vy

disponible en nuestro medio.
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ABSTRACT

Introduction: In the problem about the etiopatogenic and physiopathologic factors in
venous ulcers has been described immunomarkers as Transformating Growth Factor-beta
(TGF-B), Epidermal Growth Factor (EGF-a), Tumoral Necrosis Factor alfa (TNF-a),
Interleukin-1beta (-1 ), Interleukin-6 (lI-6), CD34 and D2-40. The pattern of
immunomarcation of that molecules in the context of treatment of venous ulcers with
tepescohuite (phytopharmaceutic Mimosa tenuiflora cortex extract or simply MTC-2G) has
not been described yet. Objectives: This study is designed to describe and compare
immunoexpression pattern of TGF-B, EGF-a, TNF-qa, lI-13, 1I-6, CD34 and D2-40 in the
venous ulcers under treatment with and without MTC-2G at time zero and 8 weeks of
treatment. Material and methods: A longitudinal, observational and comparative study
has been designed to analize by immunomarcation parafine blocks of venous ulcers
punch biopsies get in the previous protocol “Clinical efficacy of Mimosa tenuiflora cortex
(MTC-2G) in the treatment of venous ulcers in the Dermatology Department of General
Hospital Dr. Manuel Gea Gonzalez” (Lammoglia L. et al. 2008 and 2009). Those paraffine
embebbed tissue correspond to patients whose have been treated with elastic
compression band and hidrocoloid gel with and without topical phytoextract MTC-2G. The
punch biopsies have been taked at time 0 and at 8 week of treatment. The
immunomarcation degree has been denominated as nothing=1, light=2, moderate=3,
heavy=4 and also has been described the topography of immunomarcation: sanguineous
vessels, inflammatory infiltrate, dermis and epidermis. Results: We obtained the
immunomarcation by immunohistochemistry (IHC) for the proteins TGF-B, EGF-a, TNF-q,
II-1B, 1I-6, CD34 y D2-40 for each one of the 4 mm punch biopsies of the previous protocol
already mentioned being a total of 19 patients (10 without treatment and 9 with treatment).
Once we have been asignated numeric values to IHC for each one of the proteins we
evaluated by analysis of variance (ANOVA) (with a p less than 0.05 to consider statistical
significance) and by this statistical analysis we get no significant statistic differences nor at
time zero or 8 weeks of treatment for TGF-beta, EGF-alfa, TNF-alfa, 11-6 and CD34
between treated and no treated groups. Just in the case of D2-40 we found significant
statistical differences at time zero but not at 8 weeks of treatment and respect II-1 we
found differences with statistical significance at 8 weeks. Discussion: The study of
venous ulcers in its different etiopathogenic and therapeutic aspects is very important in
virtue of the general and individual morbidity that this problem means in world and local

terms. Important clinical aspects of the disease has been well characterized but not those
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topics about immunologic and biomolecular events subyacent to venous ulcers. In this
growing complexity context we get by immunomarcation the expression degree of TGF-
beta, EGF-alfa, TNF-alfa, 1I-1f3, II-6 and also CD34 and D2-40, the last two as a mean to
know the vascular and lymphatic vessel density degree. No one of those proteins shows
statistical significance with ANOVA at 8 weeks except II-1 that shows a lesser
immunomarcation degree in treatment group versus no treatment group. In basis of this
finding we show that the topical application of tepescohuite phytoextract as therapy for
venous ulcers maybe plays a role in microambiental immunomodulation that eventually
could explain in a scientific basis its real importance in venous ulcers therapeutic
armamentarium. The understanding of tepescohuite is especially important as its
represent a relatively common used resource in México as a phytopharmaceutic
preparation, a country that not only has a big epidemiologic problem cause the venous
ulcers but a place where the economic and health care system situation urges to find and

understand potential therapies that looks cheap and easy to obtain.
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INTRODUCCION

1. ANTECEDENTES

1.1.- Aspectos generales y definicion de la Ulcera venosa La insuficiencia venosa es la
causa principal de la generacion de ulceras de miembros inferiores a nivel mundial
tanto en hombres como en mujeres. En Estados Unidos se sabe que de los
aproximadamente 7 millones de individuos afectados con insuficiencia venosa,
aproximadamente medio millén presenta ulceras venosas, lo que genera una carga
economica al sistema de salud de aproximadamente 1 billén de ddlares al afio. No hay
cifras precisas acerca de la epidemiologia de este problema es nuestro pais (1,2). Se
define como Ulcera venosa a todo aquel defecto de espesor parcial o total en piel,
localizado a miembro inferior, que no puede curar espontdneamente y es secundario a
la insuficiencia venosa periférica cronica de miembros inferiores. El sitio en el cual se
asienta la ulcera venosa puede presentar, dependiendo del paciente y del tiempo de
evolucion uno o mas de los siguientes signos: plexos venosos dilatados, edema,
eccema, dermatitis por estasis, pigmentaciéon ocre, lipodermatoesclerosis o atrofia
blanca y cicatrices por Ulceras venosas previas. La morfologia de la Ulcera es
generalmente superficial, de aspecto cartografico, con bordes “cortados a pico” y
superficie con grado variable de escara (necrosis), membrana de fibrina y tejido de
granulacion. Los sintomas clinicos que acompafan a la Ulcera venosa son dolor,
sensacion de plenitud o pesantes asi como calambres y prurito (1,3). La clasificacién de
toda ulcera venosa debe ser clinica, etiolégica y anatomofisioldgica; en este ultimo
sentido destaca la determinacion del “indice tobillo-brazo” (cociente de presion arterial
del tobillo dividido entre la presion arterial del brazo, medido mediante flujometria
doppler) del cual se obtiene un valor numérico adimensional que de resultar > 0.8 y <
1.3 es compatible con Ulcera venosa en el contexto clinico adecuado. Este “indice
tobillo-brazo” se puede determinar a través del uso del esfigmomandmetro y con la
palpacion de pulsos mediante los pulpejos del explorador y, en aquellos pacientes
donde clinicamente no sea posible determinar el pulso arterial mediante palpacion se
puede recurrir al uso de un dispositivo doppler portatil. Ante todo diagnéstico clinico de
Ulcera venosa se debe realizar una historia clinica completa y tomar en cuenta factores
contribuyentes o confusores tales como indice tabaquico y alcohdlico, diabetes mellitus,
obesidad, insuficiencia arterial periférica, vasculopatia oclusiva secundaria a cualquier

causa, cancer y/o radioterapia en la zona afectada, antecedente de trauma, ingesta de

16



medicamentos que alteran la cicatrizacion tal como antiinflamatorios esteroideos, no

esteroideos o quimioterapéuticos (1,4).

1.1.1.- Patogénesis de la ulcera venosa.- La patogénesis de la ulcera venosa no ha
sido elucidada completamente. La teoria clasica indica que la cascada de eventos inicia
con la incapacidad de la musculatura de la pantorrilla para bombear de regreso hacia el
corazén la sangre de las extremidades inferiores y ello trae como consecuencia la
generacion de hipertensiéon venosa profunda que por principio hidrostatico se refleja en
el sistema venoso superficial con la consecuente génesis de insuficiencia valvular
venosa Yy con los cambios correspondientes en la arquitectura de la pared vascular y en
la estructura de las valvulas venosas en términos de su composicion muscular, de
colageno y elastina, que conlleva a un complejo de cambios funcionales y estructurales
interdependientes que se reflejan como aumento crénico de la presion hidrostatica en
los capilares dérmicos de las piernas y eventualmente la produccién de una ulcera (4).
Los mecanismos microambientales descritos indican que posiblemente esta
hipertension venocapilar lleva al depdsito persistente de moléculas de fibrina
provenientes del fibrindbgeno existente previamente en el torrente circulatorio (teoria de
“los manguitos de fibrina”) y que a su vez ello puede llevar a dos grandes situaciones: la
primera seria la alteracion en la difusion de oxigeno y nutrientes hacia el intersticio en
las localizaciones mencionadas y el otro se refiere al atrapamiento de proteinas en tal
red de fibrina con la consecuente disminucién en la biodisponibilidad de moléculas
clave en la fisiologia normal de la dermis y epidermis tales como ciertos factores de
crecimiento. Otra hipétesis comentada en la literatura sobre la patogénesis de la uUlcera
venosa tiene que ver con la incapacidad de los fibroblastos dérmicos locales para
responder a moléculas estimulantes y por ende el proceso de cicatrizacion o reparacién
de los tegumentos en los sitios de hipertension venocapilar cronica sufre un
detenimiento (1,4). Existen varios factores que evitan que la Ulcera venosa cicatrice,
dentro de ellos destaca el mismo tamafio de la lesion, ya que cuando ésta es grande
hay menores probabilidades de curacion espontanea. Otros factores son: cronicidad del
problema (entre mas antigua es la Ulcera menos probable es que cierre), existencia de
membrana de fibrina en mas del 50% de la superficie de la lesion, antecedente de
ligadura de venas en el territorio afectado asi como cirugia previa con colocacion de
protesis de rodilla o cadera. Otras situaciones de mal prondstico para el cierre de la

ulcera venosa son la insuficiencia arterial concomitante, sin embargo para fines
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operativos consideramos que en tal contexto se estaria por definicion en tal contexto
ante una Ulcera mixta (con componente arterial y venoso) y no ante una que se pueda

calificar como venosa pura (2).

1.2.- Tratamiento de la Ulcera venosa 1.2.1.- Tratamiento estandar.- El tratamiento
estandar de la ulcera venosa consiste en la eliminacion del tejido necrotico mediante un
método quirdrgico o no quirdrgico y la colocacion de un apésito oclusivo (hidrogel o
gasa humeda en solucién salina) y posteriormente vendaje compresivo que genere un
gradiente de presién extrinseco que contrareste el vector de hipertensién venocapilar,
esto se logra con el vendaje elastico que idealmente proporciona 30 a 40 milimetros de
mercurio (mmHg) de presién a la extremidad. Si ello se logra, no importa si se esta
manejando al enfermo con compresion inelastica (Bota de Unna) o elastica (1,2). En
condiciones ideales de tratamiento convencional (apdsito y vendaje 6ptimo) la tasa de

curacion esta en el rango de 70-85% a las 24 semanas (2,4).

1.2.2.- Tratamiento mediante apdsitos especiales versus tratamiento convencional .-

A pesar de la gran cantidad de bibliografia existente sobre el tratamiento de las ulceras
vasculares en las piernas, sélo poco mas de 30 de articulos publicados en la literatura
internacional hasta noviembre de 2001 representaban investigacion estructurada como
ensayo clinico aleatorizado: 22 estudios evaluaron el uso de apésitos especiales
(fabricados con hidrocoloide, dextranémero, poliuretano o colageno) frente a tratamiento
convencional (uso de gasa impregnada en solucion salina) y 13 compararon diferentes
apositos especiales entre si. Cuatro articulos proporcionan datos sobre los costos del
tratamiento. A grandes rasgos, los estudios comparativos han mostrado eficacia similar
sobre las variables de curacidn entre los apoésitos especiales y los apositos
convencionales. Al compararse los apdsitos especiales entre si no se ha demostrado la
presencia de diferencias estadisticamente significativas en los parametros clinicos que
definen la potencial mayor utilidad de un apésito u otro (4).

1.2.3.- Tratamiento de las uUlceras venosas con Mimosa tenuiflora cortex.-  1.2.3.1.-
Aspectos generales y farmacologia de Mimosa tenuiflora cortex.- La corteza del arbol
Mimosa tenuiflora llamado popularmente "tepescohuite”, se utiliza en México para curar

y facilitar la cicatrizacién de las quemaduras y heridas de la piel. El uso medicinal de
esta especie vegetal desperto el interés comercial y médico a partir de que fue utilizada
para tratar con aparente éxito a un gran niumero de personas con quemaduras que

produjo la explosion de la estacién de gas ubicada en San Juan Ixhuatepec en el
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Estado de México en 1984. En esa ocasiéon, las personas lesionadas recibieron
tratamiento usando la corteza seca y pulverizada, aplicada directamente sobre la piel y
los medios de comunicacion masiva dieron a conocer el efecto notablemente benéfico
que produjo este tratamiento en la cicatrizacion de las quemaduras de primero y
segundo grado. Estas observaciones medicas estimularon el interés por conocer,
mediante una serie de estudios cientificos, las propiedades medicinales de la especie
vegetal. De acuerdo con los estudios quimicos relativos a la composicion de la corteza
de M. tenufilora se ha identificado que contiene un grupo de alcaloides, principalmente,
la N,N-dimetiltriptamina presente en un 0.003% y varios de sus derivados; ademas,
contiene serotonina en un 0.001%. Otros estudios fitoquimicos reportaron la presencia
en la misma corteza de un grupo de saponinas: glucésidos triterpenoides (mimondsidos
Ay B), y el triterpenoide (mimondsido C), ademas de tres saponinas esteroideas (3-0-f-
D-glucopiranosil  campesterol,  3-0-B-D-glucopiranosil  estigmasterol,  3-0--D-
glucopiranosil B-sitosterol) junto con concentraciones traza de glucosa, xilosa, ramnosa,
arabinosa, lupeol y una gran cantidad de taninos condensados. Por otra parte, se ha
analizado el hecho de que la corteza de Mimosa tenuiflora, al igual que la de otras
plantas del mismo género, contenga dimetiltriptamina (DMT), producto con efectos
indeseables sobre el sistema nervioso central. Se asume que la concentracion de DMT
en los pulverizados y extractos es sumamente baja para producir estos efectos

mediante su aplicacion topica (5).

1.2.3.2.- Datos farmacologicos de Mimosa tenuiflora cortex.- Existe el fitofarmaco
MTC-2G, el cual esta elaborado con el extracto etandlico de Mimosa tenuiflora cortex.
La presentacion farmacéutica del fitofarmaco es en forma de gel estandarizado de
acuerdo a su contenido en mimonodsidos A y B (1.0 y 0.5 mg/g respectivamente)
compuestos a los cuales se consideran responsables de la regeneracion celular. La
concentracién de los principios activos presentes en el fitofarmaco, es igual a la que se
encuentra en los preparados empleados por la medicina tradicional. La metodologia
empleada para este propdsito consiste en macerar la corteza en metanol durante 24
hrs.; evaporacion del extracto a sequedad bajo presién reducida; disolucion del residuo
en agua y obtencién de la fraccion saponinica por particion en butanol; concentracién
del extracto bajo presion reducida en metanol y precipitacion de saponinas con éter
etilico. Separacion de los mimondsidos del precipitado en columna “Lichrospher 100” de

fase reversa con un sistema isocratico de agua-acetonitrilo; la cuantificacién de los
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mimondsidos se realiza por el método de estandares externos. El contenido en
mimondésidos totales varia entre 0.05-0.1 %. El gel se elabora, a partir del extracto
estandarizado de Mimosa tenuiflora, en una compafia farmacéutica privada, en
condiciones estériles y con diferentes controles de calidad que exigen ausencia de
patdgenos y elementos contaminantes. Se envasa en frascos cilindricos de plastico,
que contienen 20 gr cada uno. Formulacion: cada 100 gr. de gel contienen carbopol
940 (0.75 gr.), trietanolamina (0.85 gr.), extracto de M. tenuiflora (5 gr.), etanol (10 gr.),
propilen glicol (16.5 gr.), metilparabeno (0.05 gr.), vehiculo c.b.p. (100 gr.). El
tratamiento control (hidrogel) se elabora y envasa en forma idéntica al anterior, pero sin
el extracto vegetal. Los estudios farmacolégicos han estado dirigidos hacia la
dilucidacién de las propiedades antibidticas y cicatrizantes de los productos del
tepescohuite. Sobre las propiedades antibidticas de los extractos etandlicos y acuosos
elaborados con la corteza pulverizada se realizaron observaciones en cultivos de
microorganismos que se encuentran habitualmente en el tejido cutdneo y que son
potencialmente patdégenos: Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Micrococcus
luteus, Pseudomona aeruginosa, Staphyilococcus aureus, Staphylococcus epidermidis,
Proteus vulgaris, Acinetobacter calcoaceticus, Bacilus subtilis y Candida albicans. Para
la prueba sobre dermatofitos se empled: Trychophyton mentagrophytes, Trycophyton
rubrum, Microsporum canis y Microsporum gypseum. Los resultados indican que los
extractos inhibieron el crecimiento de todos los microorganismos comentados. En
México, se realizaron ensayos in vitro sobre el efecto de los extractos sobre la
proliferacion celular utilizandose dos lineas celulares humanas y evaluandose la
modificacion en el crecimiento de fibroblastos embriogénicos normales (W138) y de
células KB de carcinoma nasofaringeo. El extracto butandlico y el de acetato de etilo
inhibieron el crecimiento de estos cultivos mientras que el extracto de éter de petroleo y
el metandlico incrementaron significativamente la proliferacion de las células. En
Francia se llevaron a cabo los estudios con los mimondsidos y las saponinas
esteroideas aislados de la corteza, sometiéndolos a pruebas bioldgicas de toxicidad,
inmunomodulacién y proliferacion celular in vitro utilizando diferentes lineas celulares
animales y humanas. Todos estos trabajos permitieron concluir que los mimondsidos
son los responsables del efecto inductor de la proliferacion celular observado en los
extractos y otros productos a base de tepescohuite usados para curar quemaduras y
heridas de la piel. Recientemente se evalu6 el efecto de los mimondsidos A, By C

sobre el crecimiento de timocitos y esplenocitos en células de ratén midiendo la
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incorporacién al DNA de (3H)timidina(3H-TdR). Los resultados mostraron que los
mimondésidos provocan un incremento significativo de la incorporacion de 3H-TdR en
los timocitos, en comparacion con las células control. Este efecto fue igualmente
positivo, pero menor en los esplenocitos. Se estudié también la influencia de los tres
mimondésidos sobre los linfocitos activados con mitégenos o aloantigenos para medir su
capacidad inmuno-estimulante observandose que poseen un efecto sinérgico sobre
los timocitos y los liposacaridos en la activacion de los esplenocitos. A partir de esta
serie de trabajos se planted la posibilidad de que las saponinas triterpénicas

(mimondsidos) podrian inducir un efecto inmunoestimulante (5).

1.2.3.3.- Antecedentes del uso de Mimosa tenuiflora cortex como fitofarmaco en el
tratamiento de las ulceras venosas.- En cuanto a los estudios acerca del uso del
tepescohuite en el manejo de heridas existe la investigacion llevada a cabo por Palacios y
colaboradores quienes indujeron quemaduras quimicas en conejos para valorar los
efectos procicatrizantes y antimicrobianos del tepescohuite comparando con mupirocina al
2% vy solucién salina isoténica. En este estudio los autores no encontraron diferencia
significativa entre los tres grupos ni para el efecto procicatrizante ni para el efecto
antimicrobiano. Los autores desaconsejan el uso del tepescohuite argumentando
hepatotoxicidad sin haberla evaluado. En dicho estudio no reportan efectos colaterales
clinicos en ninguno de los conejos. Cabe sefialar que el conejo es un pobre modelo
experimental para evaluar cicatrizacion. Los resultados del estudio previo contrastan con
el estudio de Rivera y colaboradores realizado en pacientes con Ulceras venosas donde
utilizaron un hidrogel con extracto de tepescohuite que contenia 1mg/g. En este estudio
compararon dos grupos de 20 pacientes. Al primer grupo se le aplicoé hidrogel sin principio
activo y al segundo hidrogel con tepescohuite. Encontraron que después de 12 semanas
el 100% del grupo con tepescohuite habia cicatrizado y solo 1 paciente del grupo control
habia mejorado (p=0.0001). En este estudio no se encontraron efectos colaterales de
ningun tipo ni alteraciones en los examenes de laboratorio (5). El estudio mas reciente y
de mayor rigor metodoldgico sobre el estudio del tratamiento de las uUlceras venosas con
tepescohuite es el realizado por Lammoglia y colaboradores quienes llevaron a cabo un
estudio prospectivo, aleatorizado y doble ciego que compard el uso del extracto de
Mimosa tenuiflora cortex en gel versus el vehiculo de la sustancia activa (hidrogel) en
ulceras venosas. Este estudio incluyd a todos los pacientes con ulceras exclusivamente

venosas que se presentaran a la Clinica de Heridas del Departamento de Dermatologia
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del Hospital General Dr. Manuel Gea Gonzalez y a quienes se les realizaron examenes de
laboratorio y biopsias de piel del borde de la ulcera iniciales y finales, iconografia y
curacion semanal. El paciente fue instruido para curacion diaria y aplicacion del
medicamento con posterior vendaje compresivo. Se incluyeron 41 pacientes, 22 pacientes
recibieron el fitofarmaco MTC-2G y 19 pacientes en el grupo control con hidrogel.
Completaron el estudio 32 pacientes, 18 en el grupo experimental y 14 en el de hidrogel,
fueron 19 mujeres y 13 hombres, la media de edad fue de 60.56 afios y el tiempo de
evolucion medio de la ulcera fue de 38 meses. La media de reduccion de MTC-2G fue de
6.29 cm2 (IC95% 3.28-9.29) (p=0.0001) mientras que en el grupo de hidrogel la media fue
de 5.85cm2 (IC 95% 3.58-8.12) (p=0.001), no hubo diferencias estadisticamente
significativas (p=0.815) entre ambos grupos. Cuando se agruparon los pacientes de
ambos grupos segun el tamafo de la ulcera en <10cm2 y 210cm2 no hubo entre los
grupos diferencias significativas (p=0.42). Tampoco se encontraron diferencias en la
evaluacion clinica o en los resultados de la histopatologia. EIl MTC-2G fue seguro vy
tolerado. De ese estudio se concluye que el MTC-2G no fue superior al hidrogel sin el
extracto en el tratamiento de uUlceras venosas de miembros pélvicos, sin embargo, en el
grupo de pacientes con este tratamiento fue util para favorecer la cicatrizacién en ulceras
venosas, la granulacién y formacion de islas de epitelio, en la histopatologia se mostro
reduccion en la necrosis y en la intensidad del infiltrado inflamatorio (5).

1.4.- Antecedentes del estudio en la concentracion local de citocinas en las ulceras
venosas tratadas con el fitofarmaco MTC-2G (Mimosa tenuiflora cortex).-

No se han descrito las citocinas presentes en las Ulceras venosas tratadas con Mimosa
tenuiflora cortex.

1.5.- A continuacion se describen las caracteristicas generales de los marcadores

inmunohistoquimicos que se usaron en este trabajo:

- Factor de Crecimiento Transformante beta (TGF-B): Citocina involucrada en la
reparacion tisular. Esta molécula es producida y secretada por plaquetas,
macrofagos, linfocitos y también por células cebadas. Tiene como células blanco
los monocitos, macréfagos activados, células epiteliales, endoteliales, linfoides, de
estirpe hematopoyética asi como linfocitos B proliferantes. Las acciones
consecuentes de la uniéon a su receptor son: quimioatraccion, induccidon de la
produccion de interleucina-1, inhibicion de la proliferacion de células epiteliales,

endoteliales, de estirpe linfoide y hematopoyética asi como activacién de
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osteoclastos. Ademas de lo mencionado induce el cambio de isotipo de

inmunoglobulinas hacia IgA (6,7).

Factor de Crecimiento Epidérmico alfa (EGF-a): Factor de crecimiento involucrado
en la reparacion tisular y cicatrizacion. Es producido principalmente por plaquetas
y macréfagos y tiene la funcién de ser mitogénico para los queratinocitos y
fibroblastos, estimula la migracion queratinocitaria y la formacion de tejido de

granulacion (8).

Factor de Necrosis Tumoral alfa (TNF-a): Citocina proinflamatoria sintetizada como
precursor de 26 kilodaltones (kDa) ligado a la membrana plasmatica y que
posteriormente es lisado para conformar con un peso de 17 kDa en un polipéptido
activo biolégicamente en términos de activacion, proliferacion y apoptosis celular,
siendo cada uno de estos efectos un fendmeno dependiente de la ubicacion y
concentracion de la interleucina. EI TNFa estimula in vitro la proliferacién de los
fibroblastos dérmicos y la expresion de moléculas de adhesién celular en los

queratinocitos (9).

Interleucina-1 beta (lI-1B): Citocina secretada por los monocitos, macréfagos,
linfocitos B, células dendriticas y células endoteliales. Las células blanco en las
cuales va a ejercer su accion son los linfocitos T auxiliadores, linfocitos B, células
asesinas naturales, células endoteliales vasculares, macréfagos, neutréfilos,
hepatocitos y neuronas hipotalamicas. Las acciones mejor caracterizadas son la
activacioén proinflamatoria de las células blanco, maduracién y expansién clonal,
potenciacion en la actividad de las células efectoras del sistema inmunologico asi
como en la expresion de moléculas de adhesién celular. Otros efectos de la II-1
son la induccién de la sintesis de las proteinas o “reactantes” de fase aguda y la

induccioén de fiebre (pirogenicidad) (6).

Interleucina-6 (II-6): Esta citocina es secretada por monocitos, macroéfagos,
linfocitos T auxiliadores tipo 2 asi como por las células del estroma de la médula
Osea, tiene como blanco los linfocitos B proliferantes, células plasmaticas, células
de estirpe mieloide asi como hepatocitos. Las acciones bioldgicas demostradas

para II-6 son: promocion de la diferenciacion de las células plasmaticas,
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estimulacién de la secrecion de anticuerpos, diferenciacién de células de estir

mieloide e induccién de sintesis de proteinas de fase aguda (6).

CD34: Glucoproteina de superficie expresada en diversos tipos celulares que
tiene un papel importante en la interaccién célula-célula como molécula de
adhesion. Tiene una funcién clave en la relacion de las células madre
hematopoyéticas con el estroma de la médula 6sea. CD34 es expresada en
forma constante por las células endoteliales vasculares pero no en las presentes
en los endotelios linfaticos. Este CD34 de hecho forma parte de un grupo de
proteinas integrales de membrana (con sélo un dominio transmembrana)
llamado “proteinas de sialomucina” que se expresan de manera constante en
las células de estirpe hematopoyética y vascular endotelial (12). CD34 también
guia y adhiere a los linfocitos T para que puedan ingresar a los ganglios
linfaticos (13,14). Las células que normalmente expresan CD34 se localizan en
cordén umbilical, médula ésea, células hematopoyéticas, células endoteliales
(indiferenciadas y diferenciadas) y células cebadas o mastocitos. También se
expresa en tumores: dermatofibrosarcoma protuberans, tumor gastrointestinal
del estroma (GIST, por las siglas en inglés) y tumor maligno de la vaina nerviosa
periférica. Cabe enfatizar que CD34 no se expresa en vasos linfaticos. CD34
puede ser positivo en células dendriticas Factor Xlll negativas que existen
embebidas en la dermis en relacidén microestructural con los anexos cutaneos.
Células CD34+ pueden ser aisladas del torrente circulatorio y del aspirado de
médula 6sea mediante centrifugacién y métodos inmunolégicos tales como la
inmunofluorescencia. Los anticuerpos antiCD34 son usados para aislar y
purificar las células madre progenitoras hematopoyéticas en protocolos de
investigacion basica y clinica (incluyendo protocolos de trasplante de médula
6sea). Otros tumores o procesos hematooncoldgicos que son capaces de
expresar CD34 son: sarcoma alveolar de partes blandas, leucemia linfoblastica
aguda pre-B, leucemia aguda mieloide, fibroblastoma de células gigantes,
sarcoma granulocitico, sarcoma de Kaposi, liposarcoma, histiocitoma fibroso
maligno, hemangiopericitoma meningeo, meningioma, neurofibroma,
schwanoma y carcinoma papilar de tiroides. Cuando el inmunomarcaje para
CD34 es negativo también aporta datos de diagnéstico oncoldgico utiles en el

sentido de descartar tumores como el sarcoma de Ewing, tumor

pe
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neuroectodérmico primitivo, miofibrosarcoma de mama asi como tumor
miofibroblastico inflamatorio del estomago (12,13,14). Se ha encontrado
expresividad aumentada de CD34 carcinoma de células escamosas de cavidad
oral en el asi llamado patron “penetrante” comparado de hecho con el patron
“circunscrito” el previo se asocia a menor tasa de supervivencia y a mayor
presencia de enfermedad metastasica en ganglios linfaticos; respecto este
hallazgo, se discute nuevamente el uso de CD34 como marcador de
angiogénesis en el estudio de la patogénesis tumoral (15). Otro estudio donde
se ha demostrado la utilidad de CD34 como marcador de vascularidad tisular es
el llevado a cabo por Soares y cols. quienes estudiaron la densidad vascular y
linfatica (mediante CD34 y D2-40 respectivamente) en bloques de parafina de
biopsias de adenomas pleomorfos (primario y recurrente) de glandulas salivales;
al comparar el grado de vascularidad entre el adenoma pleomorfo primario
versus el recurrente no encontraron diferencia estadistica significativa, sin
embargo, al estudiar en una misma biopsia las zonas de tumor ricas en células
versus las pobremente celulares se encontré que tanto CD34 como D2-40
fueron mayormente concentrados en las zonas tumorales ricas en células con lo
que se demostré grado variable de densidad vascular entre una zona u otra del

tumor medida a través de éste método (16)

D2-40: También llamada “Podoplanina humana”, es una sialomucoproteina
transmembrana de 40 000 daltones expresada en las células endoteliales de los
vasos linfaticos y no en las células endoteliales de los vasos sanguineos (17).
Desde su descubrimiento, la proteina D2-40 ha sido descrita mediante su
inmunoexpresion en una variedad de neoplasias vasculares incluyendo
linfangioma, sarcoma de Kaposi (donde se ha demostrado mediante este
marcador que es una neoplasia con diferenciacion linfatica mas que endotelial
vascular), hemangioendotelioma, mesotelioma epiteliode, seminoma vy
hemangioblastoma. Se ha reportado la inmunoexpresion de D2-40 en tumores
corticales suprarrenales, schwanomas y en adenoma pleomorfo de glandulas
salivales primario y recurrente. Existe expresion importante de este marcador en

las yemas de los foliculos pilosos de la piel de fetos humanos alrededor de las
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20 semanas de gestacion, sugiriéndose su potencial papel en la embriogénesis

de los anexos cutaneos (14,17,18,19,20).

26



2- Conocimiento actual de las citocinas involucradas en la fisiopatologia y

cicatrizacion de la Ulcera venosa.-

En el analisis inmunohistoquimico de las ulceras venosas se han identificado
citocinas, proteasas, moléculas de adhesidén celular, inhibidores de proteasas,
marcadores de senescencia celular y moléculas relacionadas con el estrés
oxidativo. Algunos de estas moléculas se han detectado a partir de exudado de las
Ulceras venosas analizado mediante ELISA (21). Dada la hipoxia, alteracion
nutricia local e inestabilidad estructural del colageno existe aumento en la actividad
y concentracion de las metaloproteinasas de matriz 1 y 2 (MMP-1 y -2) asi como
en los niveles locales de citocinas fibrogénicas y angiogénicas, especificamente
FGFb y VEGF (22,23) asi como de las citocinas proinflamatorias II-1, 1I-6 y TNF-q,
que llevan a un status inflamatorio persistente (23,24,25). Se sabe que II-6
interviene en el proceso de cicatrizacion para que puedan llevarse a cabo la
quimiotaxis leucocitaria, la angiogénesis y la sintesis de colageno, de hecho, II-6
regula positivamente las concentraciones de otras citocinas tales como II-1, TGF-
y VEGF, fundamentales en la reparacion tisular y en la generacién del tejido de
granulacion (23). Se ha encontrado mediante inmunohistoquimica que la molécula
de adhesion intracelular-1 (ICAM-1) y la molécula de adhesion celular vascular
(VCAM-1) (ambas expresadas en el endotelio de los vasos de sitios de piel con
insuficiencia venosa) se encuentran elevados con respecto la piel normal,
asimismo la expresion de antigeno asociado a funcion leucocitaria tipo 1 (LFA-1) y
antigeno con activacion muy tardia tipo 4 (VLA-4) (ambos proteinas expresadas en
leucocitos en piel de pacientes con insuficiencia venosa crénica). Dados estos
hallazgos es claro inferir que la piel con insuficiencia venosa presenta un alto
grado de adhesion y extravasacion leucocitaria, que contribuyen al ya mencionado
status inflamatorio persistente (21,26). Estd demostrado que el VEGF regula
positivamente y desde los primeros dias a partir del dafo tisular, la angiogénesis y
la generacion de tejido de granulacion (10,11) incluyendo también accion en
Ulceras cronicas, la cual esta al menos parcialmente regulada por mecanismo de
receptor soluble a través del asi caracterizado receptor VEGFR-1. De hecho se

sabe que la concentracion de éste ultimo marcador, medido mediante ELISA en el
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fluido de ulceras venosas es directamente proporcional a la cronicidad de la Ulcera
y ello se debe a la menor biodisponibilidad del VEGF; surgiendo por consecuencia,
la hipotesis de que al menos parcialmente, la fisiopatologia de la Ulcera crénica,
incluyendo la venosa, tiene como fendmeno patogénico importante, el
desequilibrio entre la concentracién local de VEGF versus sus receptores solubles.
Por otro lado, la expresiéon de receptores de superficie para VEGF (tal como
VEGFR-3) traduce la medicion directa de la actividad de VEGF en un sustrato
histolégico determinado (8,27). Al comparar la inmunohistoquimica de 21
pacientes con ulcera venosa versus piel sana de 9 voluntarios se encontré que
hubo diferencia estadisticamente significativa para las concentraciones de factor
de crecimiento vascular endotelial (VEGF) y para factor de crecimiento derivado de
plaguetas (PDGF) existentes ambos en el citoplasma de los queratinocitos del
borde de las ulceras (21). Al determinarse mediante ELISA el nivel de citocinas
pro-inflamatorias en 30 piernas con ulcera venosa, tanto a tiempo cero (pre-
tratamiento) y después de 4 semanas de manejo con vendaje compresivo se
encontré que, comparado con tejido sano perilesional, los pacientes presentaron
concentraciones elevadas de Factor de Crecimiento Tumoral tipo 1 (TGF-1),
Interleucina 1 alfa (Il-1 alfa), Interleucina 1 beta (ll-1 beta), Receptor alfa de
Interleucina 1 (lI-1Ra), Interferon gamma (IFN-y), Interleucina 12 p40 (lI-12p40) y
de Factor Estimulante de Colonias de Granulocitos Macrofagos (GM-CSF) y
respecto la variacion en la concentracion de tales proteinas ante el tratamiento se
encontré que Il—1Ra disminuye con la terapia compresiva asi como también lo
hacen los niveles de IFN-y aunque no sucedid lo mismo con el resto de las
citocinas (24). En otro estudio se analiz6 con ELISA el trasudado de ulceras
venosas en 80 pacientes para determinar a tiempo cero y a las 5 semanas las
variaciones en la concentracion de las siguientes moléculas ante tratamiento
compresivo y versus aposito convencional: 1I-1 B, Factor de Necrosis Tumoral alfa
(TNF-a), Metaloproteinasas de Matriz 2 y 9 (MMP-2MMP-9), Factor de
Crecimiento Fibrobastico basico (bFGF), Factor de Crecimiento Vascular
Endotelial (VEGF) y Factor beta de Transformacion del Crecimiento (TGF-B) y se
determiné que no hubo variacién estadisticamente significativa para ninguna de
las proteinas mencionadas excepto para bFGF cuya concentracion vari
proporcionalmente con los diametros de la herida (accién o actividad fibrobastica

y/o angiogénica) y para TGF- (accion fibrogénica) cuya concentracién varié en

27



forma inversamente proporcional a los diametros de la herida (25). En otro
protocolo se determiné con ELISA y en el suero de 8 pacientes (cada uno con una
Ulcera venosa) los niveles de VEGF y de TNFa al inicio y durante la terapia
compresiva, encontrandose que las concentraciones de ambas moléculas variaron
directamente proporcionalmente al diametro de la ulcera (28). Respecto al GM-
CSF y su papel en la fisiopatologia de las ulceras venosas, partiremos de un
estudio donde se encontré que al administrarse intradérmicamente este factor a
pacientes con ulceras venosas de dificil curacion, las concentraciones de VEGF en
la herida aumentaron a los 5 dias de inicio del tratamiento y las de Factor de
Crecimiento Derivado de Placenta (PDGF) disminuyeron, estas ultimas moléculas
detectadas con técnica de hibridacion in situ. Este estudio demuestra el papel de
las complejas interrelaciones funcionales de las diferentes citocinas involucradas
en la patogénesis de la uUlcera venosa y se discute que el resultado clinico de la
alteracion en tal balance puedo o no mejorar las condiciones locales de la Ulcera
(29). Destaca también una investigacion llevada a cabo en 12 pacientes con
Ulceras por pie diabético y que estudié también a 10 pacientes que presentaban
Ulcera varicosa en pantorrila y en tal estudio se determind con
inmunohistoquimica la concentracién de las moléculas regulatorias del ciclo celular
p63, CD29, PCNA, p53, bcl-2, bax, caspasa-3 y también se analizd la
concentracién de queratinas 10, 16 y 17. Se comparé con piel topograficamente
similar (pacientes control) y se concluyd que los queratinocitos del borde de todas
las ulceras fueron CK10 negativos, CK 16 y 17+, p63+, CD29+, PCNA+ y p53
negativos y que la intensidad de inmunomarcacion para CD29 y p63 fue
ligeramente mayor que en el grupo control. La intensidad de bcl-2 fue mayor en el
borde de ulceras venosas que en el de ulceras por pie diabético; en este estudio
comparativo se concluyd que los resultados no arrojaron diferencias
estadisticamente significativas y se discuti6 que entonces probablemente las
moléculas involucradas en el ciclo celular correspondientes a proliferacion,
diferenciacion y apoptosis de las células epidérmicas no juegan un papel clave en
la patogénesis de la ulcera venosa y se explica que posiblemente sean entonces
las citocinas involucradas en la génesis de tejido de granulacion (VEGF, FGFb,
TGFp) las que eventualmente tengan mayor importancia respecto las biomoléculas
involucradas en la proliferacion queratinocitaria (30). Importante es en la

fisiopatologia de la ulcera venosa el FGFb, poderoso estimulo soluble angiogénico
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presente en la herida desde las primeras horas posteriores al dano tisular, donde
potencia la actividad de VEGF que sera fundamental en las etapas mediatas y
tardias de la angiogénesis local (10,31). Esta bien caracterizado que diversas
citocinas proinflamatorias incluyendo TNFa estan involucrados en la cronicidad de
las ulceras venosas y que al comparar con inmunohistoquimica para tal molécula
la piel sana versus el lecho de la ulcera venosa se encuentra que las
concentraciones de TNFa en el tejido de la ulcera se encuentran con elevacion
significativa estadisticamente. Las Ulceras que no curan, definidas para este
estudio como aquellas con un tiempo de evolucidn mayor a 6 meses y mas de 5
cm2 de area, tienen también mayores concentraciones de TNFa, interleucina-1 y
diversas proteasas (9). Cuando se han determinado mediante ELISA las
concentraciones de TNFa en el fluido trasudado de las ulceras venosas se ha
encontrado que existe un aumento importante en las concentraciones de esta
molécula en el liquido trasudado y especialmente en aquellas lesiones que a lo
largo de las semanas no mostraban signos de cicatrizacion respecto las que si los
tenian. Lo mismo ocurre para los receptores solubles de TNFa p55 y 75. Respecto
el aumento en la inmunoreactividad para los receptores de TNFa en Ulceras
venosas se cree que posiblemente este mecanismo busca disminuir la
biodisponibilidad de la biomolécula y que este fendmeno estequiométrico-
regulador no siempre es suficiente para contrarestar el caracter deletéreo de TNFa
en el status inflamatorio persistente de la Ulcera venosa (32). Se ha demostrado
que ciertos polimorfismos del gen de TNFa tales como TNFA-308A confieren hasta
el doble de riesgo de susceptibilidad para presentar ulcera venosa (el gen del
TNFa se localiza en el cromosoma 6 en la zona inestable correspondiente a las
secuencias que codifican el complejo mayor de histocompatibilidad (MHC)) (3).
Existen diferentes tipos de receptores celulares para TNFa y naturalmente la
acciéon biolégica definitiva de la molécula, para cualquiera de los efectos
fisioldgicos mencionados, es dependiente del subtipo de receptor, su presencia o
ausencia asi como de la topografia de los mismos; en un interesante estudio
llevado a cabo por Mori y cols. se encontré6 que las ratas de experimentacion
“noqueadas” para el gen del receptor p55 del TNFa tuvieron efectos fisioldgicos
menores a los esperados en términos de quimiotaxis y expresion de moléculas de
adhesividad celular en las heridas producidas en estas respecto las ratas normales

para tal gen (33). El esfuerzo de investigacion en el estudio de las moléculas
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involucradas en la patogénesis de la uUlcera venosa indica que aun no se puede
emitir ningun criterio en términos de inmunomarcaciéon como factor pronéstico para

trabajo con pacientes individuales en la consulta clinica.
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3. JUSTIFICACION

En el estudio previo “Eficacia del fitofarmaco MTC-2G (Mimosa tenuiflora cortex)
en el tratamiento de ulceras venosas en el Departamento de Dermatologia del
Hospital Dr. Manuel Gea Gonzalez” realizado por Lammoglia y colaboradores no
se encontrd significancia estadistica en términos de area (medida en cm2) en
las ulceras venosas tratadas con Mimosa tenuiflora cortex, sin embargo, se
documentd que las ulceras de los pacientes tratados en tal estudio presentaron
aumento del tejido de granulacion, disminucion del exudado y epitelizacion
significativas clinicamente por lo que se considera importante determinar si tales
ulceras presentan o no expresion de los marcadores inflamatorios y de
reparacion tisular en ulceras venosas: Factor de Crecimiento Transformante
beta (TGF-B), Factor de Crecimiento Epidérmico alfa (EGF-a), Factor de
Necrosis Tumoral (TNF-a), Interleucina-1 beta (lI-1B), Interleucina-6 (l-6), CD34
y D2-40 tanto en el grupo tratado con Mimosa tenuiflora cortex como en el
tratado sin tal fitofarmaco y a tiempo 0 como a las 8 semanas de tratamiento. De
encontrarse diferencias en el patrén de inmunomarcacion para las citocinas
mencionadas entre el grupo tratado con Mimosa tenuiflora cortex comparado
con el grupo tratado sin tal fitofarmaco entonces se contara con un antecedente
para potenciales estudios en los cuales se pueda caracterizar el probable papel
farmacolégico y/o modificador de la respuesta inmune de Mimosa tenuiflora
cortex y su valor real como herramienta terapéutica en el manejo de ulceras

venosas o en otros procesos patolégicos que cursen con heridas cronicas.
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4. HIPOTESIS

El patron de inmunomarcaje para TGF-3, EGF-a, TNF-qa, II-1B, 1-6, CD34 y D2-40 en
las Ulceras venosas ftratadas con MTC-2G (Mimosa tenuiflora cortex) difiere

significativamente del patron presente en aquellas Ulceras tratadas sin tal fitofarmaco.
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5. OBJETIVOS

Describir y comparar el patron de expresion de los marcadores inmunohistoquimicos
TGF-B, EGF-a, TNF-qa, 1l-1B3, 1I-6, CD34 y D2-40 en las ulceras venosas tratadas con el
fitofarmaco MTC-2G (Mimosa tenuiflora cortex) asi como en las ulceras tratadas sin tal

fitofarmaco tanto a tiempo 0 como a las 8 semanas de tratamiento.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1. Universo de estudio.

Bloques de parafina de las muestras de piel obtenidas por biopsia* por sacabocado de
Ulceras venosas tratadas con gel hidrocoloide con o sin el fitofarmaco MTC-2G, tomadas
tanto a tiempo cero como a las 8 semanas de iniciado el tratamiento.

* El universo estudiado fueron las biopsias obtenidas en el protocolo previo: “Eficacia del fitofarmaco Mimosa

tenuiflora cortex en el tratamiento de Ulceras venosas en el Departamento de Dermatologia Del Hospital

General Dr. Manuel Gea Gonzalez". Realizado por Lammoglia L. y colaboradores (afio 2008 y 2009)

6.2. Tamafo de la muestra.

El tamafio de la muestra correspondié al del niUmero total de pacientes del estudio previo
en los que se tomo biopsia a tiempo cero como a las 8 semanas de iniciado el manejo y
que fueron: 9 pacientes con Ulcera tratada con MTC-2G y 10 pacientes con Ulcera tratada

sin tal fitofarmaco, para tener un total de 19 pacientes.

6.3. Criterios de seleccién:

6.3.1.- Criterios de inclusion.

e El universo a estudiar fueron todos los bloques de tejido embebidos en parafina de

las muestras de piel obtenidas por biopsia con sacabocado durante la realizacion
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del protocolo previo “Eficacia del fitofarmaco Mimosa tenuiflora cortex en el
tratamiento de ulceras venosas en el Departamento de Dermatologia Del Hospital
General Dr. Manuel Gea Gonzélez”. Realizado por Lammoglia L. y colaboradores
(afio 2008 y 2009)

6.3.2 Criterios de eliminacioén

e Bloques de tejido embebidos en parafina cuya cantidad de tejido presente fue
insuficiente para realizar la inmunotincién correspondiente

e Tejido que fue mal procesado durante la técnica de obtencién de la inmunotincién
y que no fue valorable en la emisién de resultados

6.3.4.- Definicion de variables
6.3.4.1.- Variables independientes
a) Tratamiento con Mimosa tenuiflora cortex, categoria dicotomica, escala: si, no

b) Cronologia del tratamiento con Mimosa tenuiflora cortex, categoria nominal, escala:

antes, después
6.3.4.2.- Variables dependientes

a) Inmunoreactividad a una citocina determinada, variable ordinal: ausente, leve,

moderado, intenso

b) Topografia de la inmunoreactividad a una citocina determinada, variable nominal:

Epidermis, dermis, vasos sanguineos, lecho ulceroso, infiltrado inflamatorio

6.4. Descripcidn de procedimientos

Procedimientos.

6.4.1.- Seleccion de los bloques de parafina bajo los criterios de inclusion y exclusion ya
comentados.

A cargo de investigador principal y uno de los investigadores asociados.

6.4.2.- Envio de los bloques a inmunotincién al laboratorio de inmunohistoquimica

A cargo de investigador principal.

6.4.3.- Realizacion de la técnica de inmunohistoquimica

Uno de los investigadores asociados, capacitado en inmunomarcacion de proteinas a

partir de biopsias embebidas en bloques de parafina mediante inmunohistoquimica realizo
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la técnica correspondiente. Los investigadores fueron asistidos en todas y cada una de las
etapas por el investigador principal.

6.4.4.- Captura de datos

La lectura de todas las laminillas obtenidas mediante la técnica de inmunomarcaje fue
realizada de manera ciega por el investigador principal (experto en lectura de
inmunohistoquimica en biopsias de Ulceras cutaneas) y se hizo en 4 campos a 60x (60
aumentos). El investigador principal fue asistido en todo momento por el investigador
responsable quien capturé los datos emitidos por el investigador principal. Ambos
observaron simultaneamente la microscopia e inmunomarcacion de las laminillas
sentados al microscopio de 2 cabezas.

6.4.5.- Andlisis estadistico

Una vez realizada la lectura bajo los criterios nominales establecidos, el investigador
principal y el investigador responsable asi como uno de los investigadores asociados se
encargaron de analizar conjuntamente los datos con el rigor estadistico correspondiente y
de presentarlos con tablas y graficas adecuadas.

6.4.6.- Discusion y emision de resultados

El investigador principal, el investigador responsable y uno de los investigadores
asociados discutieron y obtuvieron las conclusiones que llevaron a rechazar o aceptar la
hipotesis.

6.4.7.- Reporte final para publicacion

Lo llevd a cabo el investigador principal asesorado por la investigadora responsable y dos

de los investigadores asociados.
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7. RESULTADOS

Se obtuvo la inmunohistoquimica para las proteinas TGF-3, EGF-a, TNF-q, II-1p3,
[I-6, CD34 y D2-40 para cada una de las biopsias de ulceras venosas obtenidas
por sacabocado de 4 mm de 19 pacientes en total tanto a tiempo cero como a las
8 semanas de iniciado el tratamiento con el fitofarmaco MTC-2G constituyendo 10
pacientes tratados unicamente con vehiculo (hidrogel) y 9 tratados con vehiculo
mas fitofarmaco MTC-2G.

Para llevar a cabo el andlisis estadistico se asignaron valores numéricos para cada una
de las escalas de las variables evaluadas de la siguiente manera:

Grado de inmunotincion: Nada=1, leve=2, moderado=3, intenso=4

Topografia de la inmunoreactividad: Epidermis=1, dermis=2, vasos sanguineos=3,
infiltrado inflamatorio=4, No aplica (NA)=5, epidermis mas vasos=6, vasos mas
infiltrado=7, epidermis mas vasos mas infiltrado=8, epidermis mas dermis=9, epidermis
mas infiltrado=10

Una vez asignados tales valores numéricos se elaboré una tabla (Tabla 1) que constituyo
la estructura general de datos en la cual se llevo a cabo el analisis de varianza multifactor
(ANOVA) considerando p estadisticamente la menor a 0.05.

Cabe destacar que en el analisis de varianza multifactor ANOVA el valor de P del
covariado indica si hay diferencias estadisticas significativas entre ambos grupos para una
variable determinada —en el caso de nuestro estudio- al inicio del tratamiento. El valor de
P de “efectos principales” especifica si hay o no significancia estadistica entre ambos
grupos ante una intervencién terapéutica determinada a un tiempo determinado siempre
ponderando el efecto de la situacién de las variables en comparacion al inicio de la

medicion.
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PX > TGF-3 | EGF-a | TNF-a -1B -6 | CD34 | D2-40 | TGF-8 | EGF-a | TNF-a | II-1 -6 | CD34 | D2-40
TO TO TO TO TO TO TO T8 T8 T8 T8 | T8 T8 T8
A CON 2 2 2 1 1 2 2 4 1 1 1 1 4 3
B CON 4 1 2 1 2 3 3 3 2 2 1 1 4 3
D CON 3 1 1 1 1 2 2 2 1 1 1 1 2 2
H CON 3 2 2 1 2 3 2 3 1 1 1 2 4 1
| CON 3 2 2 1 2 4 2 2 1 1 1 1 2 2
N CON 1 3 3 2 1 3 2 2 2 2 1 1 3 2
o CON 3 1 1 1 1 3 2 2 2 1 1 3 3 1
P CON 3 1 1 1 1 3 1 4 1 2 1 2 3 1
Q CON 4 2 2 1 1 2 2 4 3 3 1 1 4 3
Cc SIN 4 1 1 1 1 2 3 2 1 1 1 1 3 3
E SIN 2 1 1 1 1 2 2 2 2 2 1 1 3 2
F SIN 1 2 2 1 2 3 3 2 2 2 3 2 4 2
G SIN 2 2 2 1 1 3 2 3 1 1 1 1 1 1
J SIN 2 2 2 1 1 3 2 2 2 2 2 2 3 1
K SIN 1 2 2 2 2 3 4 2 1 2 1 1 4 4
L SIN 2 2 2 1 2 4 2 4 2 1 1 2 3 2
M SIN 2 1 1 1 1 2 2 3 1 2 2 2 2 2
R SIN 1 2 2 1 1 2 2 2 1 2 2 2 3 2
S SIN 3 1 2 2 2 4 2 2 3 2 2 2 4 2

TABLA 1. CONCENTRADO DE VALORES DE GRADO DE INMUNOTINCION AL QUE

SE LE REALIZO LA PRUEBA ANOVA

Tiempo cero semanas=T0, Tiempo ocho semanas=8, Con tratamiento=CON, Sin
tratamiento=SIN GRADO DE INMUNOTINCION:Nada=1, leve=2, moderado=3,

intenso=4
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PX > TGF-3 | EGF-a | TNF-a -1B -6 | CD34 | D2-40 | TGF-8 | EGF-a | TNF-a | II-1 -6 | CD34 | D2-40
TO TO TO TO TO TO TO T8 T8 T8 T8 | T8 T8 T8
A CON 6 1 1 5 5 2 2 7 5 5 5 5 2 2
B CON 6 5 1 5 4 2 2 6 1 10 5 5 2 2
D CON 6 5 5 5 5 2 2 3 5 5 5 5 2 2
H CON 6 1 1 5 4 2 2 3 5 5 5 4 2 5
| CON 6 6 1 5 4 2 2 6 5 5 5 5 2 2
N CON 5 1 1 4 5 2 2 6 6 1 5 5 2 2
o CON 1 5 5 5 5 2 2 8 1 5 5 4 2 5
P CON 3 5 5 5 5 2 5 4 5 4 5 4 2 5
Q CON 3 1 1 5 5 2 2 8 1 1 5 5 2 2
Cc SIN 3 5 5 5 5 2 2 6 5 5 5 5 2 2
E SIN 3 5 5 5 5 2 2 6 1 9 5 5 2 2
F SIN 6 1 4 5 4 2 2 6 1 1 4 4 2 2
G SIN 6 1 1 5 5 2 2 1 5 5 5 5 5 5
J SIN 6 1 1 5 5 2 2 6 1 10 4 4 2 5
K SIN 5 4 4 4 4 2 2 8 5 1 5 5 2 2
L SIN 6 5 1 5 4 2 2 8 1 5 5 4 2 2
M SIN 3 5 5 5 5 2 2 6 5 4 4 4 2 2
R SIN 5 6 4 5 5 2 2 7 5 4 4 4 2 2
S SIN 6 5 4 4 4 2 2 6 1 10 4 4 2 2

TABLA 2. CONCENTRADO DE VALORES DE TOPOGRAFIA DE LA INMUNOTINCION

Topografia de la inmunoreactividad: Epidermis=1, dermis=2, vasos sanguineos=3,

infiltrado inflamatorio=4, NA=5, epidermis mas vasos=6, vasos mas infiltrado=7, epidermis

mas vasos mas infiltrado=8, epidermis mas dermis=9, epidermis mas infiltrado=10
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7.1.- Graficas

Se presentan a continuacién algunas de las graficas comparativas entre ambos grupos

obtenidas correspondientes al grado de inmunotincion y la topografia involucrada

1.- GRADO DE INMUNOTINCION DE GRUPO TRATADO VERSUS NO TRATADO A

TIEM

PO CERO

GRADO DE INMUNOTINCION INICIAL
SIN TX TGF-B: Nada=1, leve=2,
moderado=3, intenso=4

B GRADO DE

2 A INMUNOTINCION INICIAL

PARA TGF-B: Nada=1,

1 - leve=2, moderado=3,

intenso=4

GRADO DE INMUNOTINCION
INICIAL CON TX TGF-f: Nada=1,
leve=2, moderado=3, intenso=4

[
|

—_
|

A B D H I N O P Q
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GRADO DE INMUNOTINCION
INICIALSIN TX EGF-0: Nada=l1,
leve=2, moderado=3, intenso=4

< — -3 w .

GRADO DE INMUNOTINCION
INICIAL CON TX EGF-a:
Nada=1, leve=2, moderado=3,
intenso=4

Taalllanl
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2.- TOPOGRAFIA DE INMUNOTINCION DE GRUPO TRATADO VERSUS NO TRATADO

A TIEMPO CERO
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SIN TX TGF-§
10
9
8
6
5
H EEEEEERE R L
C E F G J K L M R S
TOPOGRAFIADE LA
INMUNOREACTIVIDAD INICIAL
CONTX TGF-p
10
9
8
.
5_
S EEE R E E= EE
A B D H I N (@) P Q
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Sl Ry 0N D

TOPOGRAFIADE LA
INMUNOREACTIVIDAD INICIAL
SIN TX EGF-a
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TOPOGRAFIADE LA
INMUNOREACTIVIDAD INICIAL
CONTX EGF-0
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3.- GRADO DE INMUNOTINCION DE GRUPO TRATADO VERSUS NO TRATADO A
TIEMPO OCHO SEMANAS

GRADO DE INMUNOTINCION
FINALSIN TX TNF-a: Nada=1,
leve=2, moderado=3, intenso=4

]IIIIIIII[
O_IIIIIIIII
c E FfF G J K L M R 8

GRADO DE INMUNOTINCION
FINAL CON TX TNF-a: Nada=l1,
leve=2, moderado=3, intenso=4
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O_IIIIIIII
r ®w 1 N O P Q

A B
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GRADO DE INMUNOTINCION
FINALSIN TX II-1: Nada=1,
leve=2, moderado=3, intenso=4

c E F G J K L M R S

GRADO DE INMUNOTINCION
FINAL CON TX II-1: Nada=1,
leve=2, moderado=3, intenso=4
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A
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4.- TOPOGRAFIA DE INMUNOTINCION DE GRUPO TRATADO VERSUS NO TRATADO
A TIEMPO OCHO SEMANAS

TOPOGRAFIADE LA
INMUNOREACTIVIDAD FINAL
SIN TX TNF-a

;IIIIIIII
C E F G T K L M R S
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TOPOGRAFIADE LA
INMUNOREACTIVIDAD FINAL
CONTX TNF-0
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SIN TX 1I-1
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CONTX II-1
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7.2.- ANALISIS DE VARIANZA MULTIFACTOR ANOVA

En el analisis de varianza multifactor (ANOVA) de los datos presentados se encontraron

los siguientes resultados los cuales se acompafan de la grafica correspondiente (valor del

promedio y desviacién estandar):

TGF-B

Covariado con valor de P de 0.5640

Efectos principales con valor de P de 0.3916

Means and 95.0 Percent LSD Intervals
3.5

3.2

2.9

2.6

TGF T8

2.3

Con Sin
Tratamiento

EGF-a

Covariado con valor de P de 0.9718

Efectos principales con valor de P de 0.8954
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Means and 95.0 Percent LSD Intervals
21F 3

1.9 | T .

1.7 F .

EGF T8

15F .

1.3 F .

11 E .
Con Sin

Tratamiento

TNF-a

Covariado con valor de P de 0.4202

Efectos principales con valor de P de 0.5778

Means and 95.0 Percent LSD Intervals

22F 5
2F - ]
18 ]

1.6 [ .

TNF T8

14 F - .

12 & — .
Con Sin

Tratamiento




I-1B

Covariado con valor de P de 0.8117

Efectos principales con valor de P de 0.0234

Means and 95.0 Percent LSD Intervals

1.9
1.7
1.5
1.3
1.1
0.9
0.7

Il 1T8

Con Sin
Tratamiento

-6

Covariado con valor de P de 0.8457

Efectos principales con valor de P de 0.6157
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Means and 95.0 Percent LSD Intervals

21F 7
19 F T .

1.7 F .

Il 6T8

15| .

1.3 F 4 .

11 E — =
Con Sin

Tratamiento

CD 34

Covariado con valor de P de 0.8751

Efectos principales con valor de P de 0.6045

Means and 95.0 Percent LSD Intervals

3.7F J— .
35 .
3.3 .

3.1

CD34 T8

2.9
2.7
2.5

Con Sin
Tratamiento



D2-40

Covariado con valor de P de 0.0006

Efectos principales con valor de P de 0.3129

Means and 95.0 Percent LSD Intervals
26 F

24 F

22| * T

D2_40T8

2F

18 |

16 E —
Con Sin

Tratamiento

El andlisis de varianza ANOVA realizado indica la ausencia de diferencias
estadisticamente significativas para TGF-beta, EGF-alfa, TNF-alfa, [I-6 y CD34 entre el
grupo tratado y el no tratado tanto a tiempo cero como a las ocho semanas de
tratamiento. En el caso de D2-40 se encontraron diferencias estadisticas significativas a
tiempo cero (al inicio del tratamiento) entre ambos grupos pero no asi a las 8 semanas.
Finalmente en el analisis referente a ll-1 al momento cero se encontraron ambos grupos
sin diferencias estadisticamente significativas pero el valor de P de efectos principales

demostro significancia estadistica.
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7.3.- Resultados sobre la topografia de la inmunomarcacion

En términos de topografia se encontraron datos interesantes:

TGF-beta se encontrd en epitelios, vasos sanguineos e infiltrado inflamatorio siendo en
estas dos ultimas localizaciones donde presentd con frecuencia un grado intenso de
expresion, lo que posiblemente esta asociado a los varios sitios donde se produce y actua
este factor (Figura 1)

Figura 1. Inmunohistoquimica para TGF-beta 40x

EGF-alfa se expreso en epitelio del borde ulceroso, ya sea en grado leve o moderado

aunque también en epitelios e infiltrado inflamatorio (Figura 2)



Figura 2. Inmunohistoquimica para EGF-alfa 60x

De las 38 biopsias estudiadas no todas contaban con el muestreo ideal de lecho mas
epitelio pues 9 de las biopsias no tenian epitelio -destacando que ello es explicable en el
sentido que todo muestreo por biopsia con sacabocado de 4 milimetros esta sujeto a error
humano de apreciacién pues es finalmente el cirujano quien indica de donde se va a

tomar la biopsia en base solamente a criterios clinicos-.

Respecto TNF alfa este se encontrd principalmente en epitelio aunque también en
infiltrado inflamatorio. Es probable que de haber contado con muestro epitelial en todas
las biopsias quiza EGF-alfa y/o TNF alfa pudieran haber alcanzado significancia
estadistica (Figura 3)
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Figura 3. Inmunohistoquimica para TNF-alfa 60x

II-1B e II-6 se expresaron en infiltrado inflamatorio (Figuras 4,5)

Figura 4. Inmunohistoquimica para II-13. 60x
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Figura 5. Inmunohistoquimica para Il-6. 60x

Los marcadores vasculares CD34 y D2-40 practicamente en todas los casos se
encontraron expresados en la dermis debido a que los vasos sanguineos o linfaticos se

encuentran siempre en tal localizacion (Figuras 6,7)
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Figura 6. Inmunohistoquimica para CD34. 60x

Figura 7. Inmunohistoquimica para D2-40. 60x



8.- Discusion

El estudio cientifico de las ulceras venosas en sus diferentes aspectos etiopatogénicos y
terapéuticos es muy importante dada la morbilidad individual asi como la importancia
epidemiolégica provocada por este padecimiento (1,2). Los aspectos clinicos de la
enfermedad estan bien caracterizados en términos morfolégicos y cronolégicos, sin
embargo, aun conocemos poco acerca de los fendmenos inflamatorios, microbiolégicos y
bioquimicos subyacentes (1,3,4). Tal déficit en el conocimiento ocurre también respecto
los mecanismos biologicos y farmacolégicos secundarios a diversas intervenciones
terapéuticas que de una u otra manera han demostrado utilidad en el manejo médico de
estos pacientes (4). El reto para el investigador es grande si consideramos la multiplicidad
de factores contribuyentes en la fisiopatologia de una ulcera venosa tales como la
obesidad, el grado de actividad, farmacos administrados e indice tabaquico por citar solo
algunos. A los factores fisiopatologicos clasicos tales como la incapacidad de la
musculatura de la pantorrilla de bombear sangre de regreso hacia el corazén con el
consecuente aumento de la presion hidrostatica capilar o la alteracion en la difusion de
oxigeno secundaria al depdsito de fibrina (1,4) en los delicados vasos sanguineos de la
piel se suman ahora y con el avance en el conocimiento médico el papel de los diferentes
tipos celulares cutaneos como los queratinocitos, fibroblastos, células del sistema
inmunolégico, células endoteliales de vasos sanguineos y linfaticos y sus productos
definidos como citocinas, proteasas e inhibidores de proteasas, moléculas de adhesion
celular y aquellas relacionadas con el estrés oxidativo. En la gran complejidad de los
factores involucrados en la fisiopatologia de las Ulceras venosas destaca la investigacion
realizada con las metaloproteinasas de matriz asi como las citocinas proinflamatorias,
fibrogénicas, moduladoras de epidermogénesis asi como aquellas con papel angiogénico
cuyo conocimiento cobra preponderancia no solamente en términos de su descripcion en
condiciones basales en la uUlcera venosa si no también su modificacion ante diversas
intervenciones farmacologicas o no farmacoldgicas. Dentro de las citocinas
proinflamatorias estudiadas en este trabajo y con un papel parcialmente conocido en la
fisiopatologia de las Ulceras venosas tenemos a las interleucinas 1,6 y al Factor de
Necrosis Tumoral alfa cuya concentracién se posiblemente variaria en caso de que cierta
intervencion farmacologica o no necesariamente famacologica esté modificando el

microambiente de la Ulcera venosa. No olvidemos que la interdependencia de las

55



citocinas es total y que, por ejemplo, esta caracterizado que II-6 —citocina importante en
la inmunidad local y sistémica- estd involucrada en el proceso de cicatrizacién en términos
de quimiotaxis leucocitaria, angiogénesis y sintesis de colageno y que las
concentraciones de otras citocinas cuyo presencia es determinante en la génesis del
tejido de granulacion se modifican por influencia de esta. Dentro de las moléculas cuyo
papel en la generacion de tejido de granulacion es conocido y analizadas por nosotros se
encuentran el Factor de Crecimiento Transformante beta y la misma Il-1. No ha quedado
dilucidado el papel del factor de crecimiento epidérmico y sus propiedades
queratopoyeéticas en el proceso de cicatrizacion de las uUlceras venosas y dado que el
proceso de epitelizacion es fundamental en todo fendmeno de reparacion tisular cutaneo
constituyendo de hecho una de las etapas formales de tal evento consideramos
importante la medicion del mismo (6,7,8,9). Es evidente que la topografia de la
inmunohistoquimica es importante y que la biopsia llevada a cabo en cada paciente
entendida esta como un muestreo que, en el caso ideal, sera siempre representativa tanto
del lecho como del borde ulceroso. Esta situacién ideal no siempre se pudo llevar a cabo
en nuestro estudio (ya que en algunos casos se obtuvo solamente o predominantemente
lecho ulceroso) y eso puede llevarnos a la obtencion de resultados sesgados,
simplemente pensemos que en ausencia de epitelio la probabilidad preliminar de
encontrar factor de crecimiento epidérmico esta naturalmente disminuida. Se ha
encontrado que una gran cantidad de citocinas proinflamatorias estan involucradas en la
génesis y manutencion de la cronicidad de las Ulceras venosas y que al comparar con
inmunohistoquimica TNF alfa o Interleucina-1 entre piel sana y piel ulcerada de un mismo
paciente se ha encontrado que tal biomolécula se encuentra elevada con significancia
estadistica respecto piel perilesional. En el contexto de esta complejidad sobre el proceso
inflamatorio y de cicatrizacion de la Uulcera venosa (9,21,22,23,24,25,26,27,28,30)
realizamos la medicion de TGF-beta, EGF-alfa, TNF-alfa, 1I-1p, 1I-6 asi como CD34 y D2-
40, estos dos ultimos como medio de inmunomarcaje altamente especifico para conocer
la densidad vascular y linfatica respectivamente en las ulceras venosas y asumiendo que
una variacién podria ocurrir ante la génesis del tejido de granulacién, entendido este
ultimo como el sustrato histolégico fundamental de naturaleza proliferativa celular y
vascular de la reparacion tisular (6, 7, 8, 9, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20). Del estudio
previo llevado a cabo por Lammoglia y cols. del cual se deriva este trabajo es importante
explicar que completaron el mismo 32 pacientes, 18 en el grupo experimental y 14 en el

de hidrogel, fueron 19 mujeres y 13 hombres, la media de edad fue de 60.56 anos y el
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tiempo de evolucion medio de la ulcera fue de 38 meses. La media de reduccién de MTC-
2G fue de 6.29 cm2 (IC95% 3.28-9.29) (p=0.0001) mientras que en el grupo de hidrogel la
media fue de 5.85cm2 (IC 95% 3.58-8.12) (p=0.001), no hubo diferencias
estadisticamente significativas (p=0.815) entre ambos grupos. Sin embargo Lammoglia y
cols. observaron clinicamente que MTC-2G favorecio la cicatrizacion en Ulceras venosas,
la granulacion y formacion de islas de epitelio, en la histopatologia se encontré reduccion
en la necrosis y en la intensidad del infiltrado inflamatorio (5). El preparado farmacéutico
(MTC-2G) que fue aplicado a los pacientes en el estudio previo del cual se obtuvieron los
bloques de parafina con las biopsias para la realizacién de este trabajo presento
concentraciones de mimonédsidos y otros compuestos similares a los preparados
empleados en medicina tradicional, destacando ademas que el vehiculo con el que se
traté al grupo control (hidrogel) se elabord en forma idéntica al fitofarmaco mencionado
pero sin el extracto vegetal. De este estudio previo estudiamos las biopsias de 19
pacientes: 10 sin y 9 con tratamiento, ambos analizados tanto a tiempo cero como a 8
semanas de tratamiento con el fitofarmaco MTC-2G.

No existen antecedentes del estudio en la concentracion local de citocinas y en los
marcadores de densidad vascular en las uUlceras venosas tratadas con el fitofarmaco
MTC-2G (Mimosa tenuiflora cortex) y en nuestra determinacion comparativa con
inmunohistoquimica para TGF beta, EGF-alfa, TNF-alfa, 1I-13, 1I-6, CD 34 y D2-40 entre el
grupo de pacientes tratados con el vehiculo sin el fitofarmaco versus los tratados con
vehiculo mas fitofarmaco y con el analisis estadistico riguroso correspondiente no
encontramos diferencia estadistica significativa alguna para los inmunomarcadores
mencionados tanto a tiempo cero como a las ocho semanas entre el grupo control y el
tratado excepto en el caso de lI-1B la cual disminuy6é en forma significativa en el grupo
tratado versus el no tratado a las 8 semanas de manejo por lo cual consideramos que el
tepescohuite aplicado topicamente sobre la ulcera venosa podria regular a la baja la
concentracién local de esta importante citocina proinflamatoria secretada por monocitos,
macrofagos, linfocitos B, células dendriticas y células endoteliales y cuyas acciones mejor
caracterizadas son la activacién de las células blanco, maduracién y expansion clonal,
potenciacion en la actividad de las células efectoras del sistema inmunolégico asi como
expresion de moléculas de adhesién celular con el consecuente mantenimiento de un
status inflamatorio persistente potencialmente deletéreo para la ulcera y cuya modificacién
podria influir en la mejoria clinica existente. De hecho, las acciones de II-1 en piel son

similares en muchos sentidos a las llevadas a cabo por TNF-alfa. Existen 2 subtipos de
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[I-1 (designados alfa y beta) que tienen diferencias de aproximadamente 30% en su
estructura aminoacida y a pesar de ello las similitudes en cuanto a accién son
practicamente totales. Debemos destacar que la infeccion bacteriana puede promover la
sintesis de Il-1 sin embargo creemos que tal situacién no ocurrié en los pacientes
estudiados dado que ninguno de los enfermos mostré en ningin momento de su estudio
datos clinicos o microbiolégicos de infeccion local. Asi como TNF-alfa lo hace, IlI-1
aumenta la expresion de moléculas de adhesion celular en los endotelios vasculares lo
que podria explicar en mayor o menor medida la disminucién (aunque sin significancia
estadistica) de la cantidad de infiltrado inflamatorio de los pacientes tratados con MTC-2G
asi como la mejoria clinica evidente en las Ulceras venosas manejadas con este
fitoextracto (34).
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9.- Conclusiones

En este estudio evaluamos por inmunohistoquimica el grado de expresion de los
marcadores TGF-beta, EGF-alfa, TNF-alfa, II-1B3, 1I-6, CD34 y D2-40 en pacientes con
Ulceras venosas con y sin tratamiento con el fitofarmaco MTC-2G tanto a tiempo cero
como a las ocho semanas de iniciado el mismo encontrandose que no existieron
diferencias estadisticas significativas para ninguno de los inmunomarcadores comentados
excepto en el caso de la interleucina-13 la cual fue menor en su expresién en el grupo
tratado versus el no tratado a las 8 semanas de iniciado el manejo. Al ser este el primer
estudio donde se analiza la inmunomarcacién de proteinas relacionadas con la
inflamacion y la cicatrizacion asi como con la densidad vascular en pacientes tratados con
MTC-2G no es posible hacer comparacion con estudios previos. Nuestros hallazgos
demuestran el probable papel del tepescohuite como modulador de la respuesta
inmunolégica en términos de variacion de la expresién de interleucina-1B lo que podria
traducir al menos en parte, las cualidades terapéuticas del fitofarmaco en diferentes
situaciones clinicas incluyendo las ulceras venosas. Este estudio aporta nueva evidencia
sobre la eficacia y limitaciones del tepescohuite en el tratamiento de Ulceras venosas y
presenta un antecedente hacia nuevas lineas de investigacion en el estudio de este
fitofarmaco, tal como la relacionada con la expresién de FGFb, receptores de II-1 y

analisis de metaloproteinasas de matriz en otros.
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10. Perspectivas
Ante un problema comun e incapacitante como la Ulcera venosa es clave que los sistemas

de salud locales, estatales y nacionales encuentren opciones baratas y eficaces en el
manejo del mismo, el tepescohuite presenta una opcién potencialmente util en el

tratamiento de estos pacientes y ademas a bajo costo.
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12. ANEXOS
12.1 Anexo 1.

Hoja de captura de datos inmunohistoquimica (lectura ciega)

Hoja de captura protocolo-Ulceras venosas

Citocina

1

GRADO DE INMUNOTINCION: Nada, leve, moderado, intenso

TOPOGRAFIA: Borde de ulcera, lecho de la Ulcera, vasos sanguineos, epidermis, dermis
2

GRADO DE INMUNOTINCION: Nada, leve, moderado, intenso

TOPOGRAFIA: Borde de ulcera, lecho de la Ulcera, vasos sanguineos, epidermis, dermis
3

GRADO DE INMUNOTINCION: Nada, leve, moderado, intenso

TOPOGRAFIA: Borde de ulcera, lecho de la ulcera, vasos sanguineos, epidermis, dermis
4

GRADO DE INMUNOTINCION: Nada, leve, moderado, intenso

TOPOGRAFIA: Borde de ulcera, lecho de la ulcera, vasos sanguineos, epidermis, dermis
5

GRADO DE INMUNOTINCION: Nada, leve, moderado, intenso

TOPOGRAFIA: Borde de ulcera, lecho de la Ulcera, vasos sanguineos, epidermis, dermis
6

GRADO DE INMUNOTINCION: Nada, leve, moderado, intenso

TOPOGRAFIA: Borde de ulcera, lecho de la Ulcera, vasos sanguineos, epidermis, dermis
7

GRADO DE INMUNOTINCION: Nada, leve, moderado, intenso

TOPOGRAFIA: Borde de ulcera, lecho de la Ulcera, vasos sanguineos, epidermis, dermis
8

GRADO DE INMUNOTINCION: Nada, leve, moderado, intenso

TOPOGRAFIA: Borde de Ulcera, lecho de la Ulcera, vasos sanguineos, epidermis, dermis
9

GRADO DE INMUNOTINCION: Nada, leve, moderado, intenso
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TOPOGRAFIA: Borde de ulcera, lecho de la ulcera, vasos sanguineos, epidermis, dermis
10

GRADO DE INMUNOTINCION: Nada, leve, moderado, intenso

TOPOGRAFIA: Borde de ulcera, lecho de la ulcera, vasos sanguineos, epidermis, dermis
11

GRADO DE INMUNOTINCION: Nada, leve, moderado, intenso

TOPOGRAFIA: Borde de ulcera, lecho de la Ulcera, vasos sanguineos, epidermis, dermis
12

GRADO DE INMUNOTINCION: Nada, leve, moderado, intenso

TOPOGRAFIA: Borde de ulcera, lecho de la Ulcera, vasos sanguineos, epidermis, dermis
13

GRADO DE INMUNOTINCION: Nada, leve, moderado, intenso

TOPOGRAFIA: Borde de ulcera, lecho de la Ulcera, vasos sanguineos, epidermis, dermis
14

GRADO DE INMUNOTINCION: Nada, leve, moderado, intenso

TOPOGRAFIA: Borde de ulcera, lecho de la Ulcera, vasos sanguineos, epidermis, dermis
15

GRADO DE INMUNOTINCION: Nada, leve, moderado, intenso

TOPOGRAFIA: Borde de ulcera, lecho de la ulcera, vasos sanguineos, epidermis, dermis
16

GRADO DE INMUNOTINCION: Nada, leve, moderado, intenso

TOPOGRAFIA: Borde de ulcera, lecho de la ulcera, vasos sanguineos, epidermis, dermis
17

GRADO DE INMUNOTINCION: Nada, leve, moderado, intenso

TOPOGRAFIA: Borde de ulcera, lecho de la Ulcera, vasos sanguineos, epidermis, dermis
18

GRADO DE INMUNOTINCION: Nada, leve, moderado, intenso

TOPOGRAFIA: Borde de ulcera, lecho de la Ulcera, vasos sanguineos, epidermis, dermis
19

GRADO DE INMUNOTINCION: Nada, leve, moderado, intenso

TOPOGRAFIA: Borde de ulcera, lecho de la Ulcera, vasos sanguineos, epidermis, dermis
20

GRADO DE INMUNOTINCION: Nada, leve, moderado, intenso

TOPOGRAFIA: Borde de Ulcera, lecho de la Ulcera, vasos sanguineos, epidermis, dermis
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21

GRADO DE INMUNOTINCION: Nada, leve, moderado, intenso

TOPOGRAFIA: Borde de ulcera, lecho de la ulcera, vasos sanguineos, epidermis, dermis
22

GRADO DE INMUNOTINCION: Nada, leve, moderado, intenso

TOPOGRAFIA: Borde de ulcera, lecho de la Ulcera, vasos sanguineos, epidermis, dermis
23

GRADO DE INMUNOTINCION: Nada, leve, moderado, intenso

TOPOGRAFIA: Borde de ulcera, lecho de la Ulcera, vasos sanguineos, epidermis, dermis
24

GRADO DE INMUNOTINCION: Nada, leve, moderado, intenso

TOPOGRAFIA: Borde de ulcera, lecho de la Ulcera, vasos sanguineos, epidermis, dermis
25

GRADO DE INMUNOTINCION: Nada, leve, moderado, intenso

TOPOGRAFIA: Borde de ulcera, lecho de la Ulcera, vasos sanguineos, epidermis, dermis
26

GRADO DE INMUNOTINCION: Nada, leve, moderado, intenso

TOPOGRAFIA: Borde de Ulcera, lecho de la Ulcera, vasos sanguineos, epidermis, dermis
27

GRADO DE INMUNOTINCION: Nada, leve, moderado, intenso

TOPOGRAFIA: Borde de ulcera, lecho de la ulcera, vasos sanguineos, epidermis, dermis
28

GRADO DE INMUNOTINCION: Nada, leve, moderado, intenso

TOPOGRAFIA: Borde de ulcera, lecho de la Ulcera, vasos sanguineos, epidermis, dermis
29

GRADO DE INMUNOTINCION: Nada, leve, moderado, intenso

TOPOGRAFIA: Borde de ulcera, lecho de la Ulcera, vasos sanguineos, epidermis, dermis
30

GRADO DE INMUNOTINCION: Nada, leve, moderado, intenso

TOPOGRAFIA: Borde de ulcera, lecho de la Ulcera, vasos sanguineos, epidermis, dermis
31

GRADO DE INMUNOTINCION: Nada, leve, moderado, intenso

TOPOGRAFIA: Borde de Ulcera, lecho de la Ulcera, vasos sanguineos, epidermis, dermis
32
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GRADO DE INMUNOTINCION: Nada, leve, moderado, intenso

TOPOGRAFIA: Borde de ulcera, lecho de la ulcera, vasos sanguineos, epidermis, dermis
33

GRADO DE INMUNOTINCION: Nada, leve, moderado, intenso

TOPOGRAFIA: Borde de ulcera, lecho de la Ulcera, vasos sanguineos, epidermis, dermis
34

GRADO DE INMUNOTINCION: Nada, leve, moderado, intenso

TOPOGRAFIA: Borde de ulcera, lecho de la Ulcera, vasos sanguineos, epidermis, dermis
35

GRADO DE INMUNOTINCION: Nada, leve, moderado, intenso

TOPOGRAFIA: Borde de ulcera, lecho de la Ulcera, vasos sanguineos, epidermis, dermis
36

GRADO DE INMUNOTINCION: Nada, leve, moderado, intenso

TOPOGRAFIA: Borde de ulcera, lecho de la Ulcera, vasos sanguineos, epidermis, dermis
37

GRADO DE INMUNOTINCION: Nada, leve, moderado, intenso

TOPOGRAFIA: Borde de ulcera, lecho de la Ulcera, vasos sanguineos, epidermis, dermis
38

GRADO DE INMUNOTINCION: Nada, leve, moderado, intenso

TOPOGRAFIA: Borde de ulcera, lecho de la ulcera, vasos sanguineos, epidermis, dermis
39

GRADO DE INMUNOTINCION: Nada, leve, moderado, intenso

TOPOGRAFIA: Borde de ulcera, lecho de la Ulcera, vasos sanguineos, epidermis, dermis

40
GRADO DE INMUNOTINCION: Nada, leve, moderado, intenso

TOPOGRAFIA: Borde de ulcera, lecho de la Ulcera, vasos sanguineos, epidermis, dermis

NOTA: A la topografia se le agreg6 también la categoria “infiltrado inflamatorio”
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Anexo 2. Guia para lectura ciega de inmunohistoquimica (laminilla tefiida con

inmunomarcacion) organizada como microarreglo:

GUIA
1 9 17 25 33
2 10 18 26 34
3 11 19 27 35
4 12 20 28 36
5 13 21 29 37
6 14 22 30 38
7 15 23 31 39
8 16 24 32 40
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