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Resumen

Evaluacion del efecto de la Colagena-Polivinilpirrolidona en 31 pacientes con
Esclerodermia Localizada. Estudio prospectivo, doble ciego comparado con
metilprednisolona de depdsito. A quienes se aplicé de manera semanal uno de los
tratamientos durante 3 meses y se llevd un seguimiento de 6 meses mas;
realizando evaluacion clinica, histolégica y sérica de células T y citocinas como IL-
17, Foxp3, IL-22, TGF-B1. Reportandose resultados con significancia estadistica
en la expresion de IL-17, FoxP3 y TGF-B1 al compararlos con niveles basales de
ambos grupos y con el grupo de controles sanos. Aunque no hubo tal significancia
en la evaluacion clinica. La colagena —PVP se propone como una alternativa para
el tratamiento de la esclerodermia localizada que a diferencia de los
glucocorticoides tienen la ventaja de no causar efectos adversos. Pudimos
observar que la esclerodermia localizada es una enfermedad en donde participan

ademas de células Th1y 2 las células Th17.

Tipo de Investigacion:

Experimental

Sede:

Proyecto clinico: centro Dermatolégico “Dr. Ladislao de la Pascua”

Proyecto basico: Instituto Nacional de Ciencias Médicas y de la Nutricion Salvador
Zubiran (INCMNS2Z)



INTRODUCCION

La palabra esclerodermia deriva del griego skleros (duro) y dermis (piel) que

significa “endurecimiento de la piel.”

La esclerodermia es una enfermedad crénica de etiologia desconocida
caracterizada por engrosamiento y fibrosis de la piel, aunque en la forma

sistémica también afecta a pulmones, tracto gastrointestinal, rifiones y corazén. 2

Hipocrates (460-370 a.c.), fue el primero en describir por primera vez pacientes
con “endurecimiento de la piel, obstruccion de poros, pigmentacion y ausencia de

glandulas sudoriparas”. ®

Curzio en 1753 fue el primero en proporcionar una descripcion detallada de la
esclerodermia; sin embargo, fue hasta 1847 cuando Gintrac introduce el término

de esclerodermia y enfatiza que la piel es el érgano mas afectado. 4

En 1924 Matsui describe las caracteristicas histopatologicas de la esclerodermia
como zonas con aumento de la colagena y engrosamiento de las paredes de los

pequefios vasos.>®

Brown y O’learly en 1925 mencionaron los aspectos fisiopatoldgicos de las

alteraciones vasculares y describen los cambios a nivel de capilaroscopia.

Wilson y Fagge separan a la Morfea de la esclerosis sistémica, éste ultimo
describe las diferentes formas clinicas de la Esclerodermia localizada. Finalmente
en 1942, Klemperer clasifica a la esclerodermia como una enfermedad colageno-

vascular. °
CLASIFICACION DE ESCLERODERMIA
En general se sabe que existen dos formas clinicas de esclerodermia:

a) La forma localizada, llamada asi porque la piel es el unico érgano afectado; b)
Forma sistémica, se caracteriza por presentar esclerosis tanto en piel como en

algunos érganos internos.



Los denominados sindromes esclerodermiformes, relacionados con la exposiciéon
a multiples sustancias quimicas, que clinicamente semejan esclerodermia fueron
durante muchos afos incluidos en las clasificaciones de esclerodermia,

actualmente se reconocen como entidades distintas.

Con el paso de los afios se han realizado numerosas clasificaciones clinicas de

esclerodermia adoptando la siguiente como la mas practica. %2

1) Esclerodermia localizada:

a) Placas (morfea)

b) Gotas

c) Lineal
- banda “Golpe de Sable” (Coup de sabre)
- Monomélica

d) Subcutanea (Nodular o profunda)

e) Panesclerética

f) Ampollosa

g) Macular

h) Generalizada

2) Esclerosis Sistémica Progresiva:
a) Con esclerodermia limitada
- Acroesclerosis
- CREST

b) Con esclerodermia difusa



c) “ Sin esclerodermia”
3) Sindromes Esclerodermiformes:

a) Genéticos

b) Inducidos por téxicos

c) Metabdlicos

d) Inmunoldgicos

e) Neoplasicos

f) Postinfecciosos

g) Neurologicos
ESCLERODERMIA LOCALIZADA
DEFINICION

La esclerodermia localizada se caracteriza por esclerosis cutanea, la cual impide
su desplazamiento sobre los tejidos subyacentes. Carece de compromiso visceral,
es autolimitada y presenta buen prondstico para la vida, aunque no siempre para

la funcion.
EPIDEMIOLOGIA:

Se considera una enfermedad multifactorial, de tipo autoinmune, predomina en
las mujeres en una proporcién de 4:1 con respecto a los hombres.® La incidencia
anual de la esclerodermia localizada se calcula en 20 casos / 1, 000,000 de
personas °. La edad de presentacion es bimodal pues puede presentar entre los
5-15 anos de edad en la forma monomélica y entre los entre los 20 y 40 afos en

la morfea con mayor frecuencia.



En el Centro Dermatolégico Pascua existe una prevalencia de 8 casos por cada
10,000 pacientes de primera vez. La mayor incidencia de esclerodermia

localizada se presentd en el afio 2004 con 54 pacientes.’
ETIOLOGIA:

La esclerodermia no tiene un patron de herencia, no obstante que algunos
estudios han demostrado una asociacién con marcadores genéticos,’ otros
factores como los infecciosos, autoinmunes, quimicos o traumaticos también han
sido relacionados con la etiopatogenia de la esclerodermia. Sin embargo, hasta la
fecha se desconoce la etiologia exacta. En afos recientes se ha tratado de
relacionar su origen con el llamado “factor atrofico” que no ha sido identificado, asi
como con infecciones como varicela o por Borrelia burgdorferi, ya que se han
encontrado titulos altos de anticuerpos en los pacientes con esclerodermia en

placas.'0-1?

Se ha documentado una asociaciéon del complejo principal de histocompatibilidad
(HLA) con el aumento en la incidencia de anticuerpos Organo-especificos,
principalmente con los haplotipos HLA-DR5 y DR3 en americanos y europeos y

del HLA-DR2 en japoneses y nativos americanos.
CUADRO CLINICO:

La esclerodermia se caracteriza por tener 3 estadios clinicos: Inflamatorio,

esclerético y atréfico®:

1. Inflamatorio: Estadio edematoso o infiltrativo, hay cambios inflamatorios,
manifestados por una coloracion violacea en la periferia, que se denomina
“anillo lila”, puede coexistir en la parte central con esclerosis o0

hiperpigmentacion café marron. Se considera la fase inicial (Fig. 1)

2. Esclerosis: Es el estadio mas evidente, predomina en el tronco, extremidades y

cara. Se presenta como placas esclerosas, definidas, que pueden ser Unicas o

multiples, bilaterales y generalmente asimétricas, '



La fase activa de la enfermedad esta asociada con el crecimiento de lesiones
existentes, aparicibn de nuevas lesiones y la presencia del halo

eritematoviolaceo. (Fig. 2)

3. Estadio atrofico: Es la fase residual, la piel esta adelgazada, los vasos
sanguineos son facilmente visibles a través de la piel, existe alopecia e
hipohidrosis local, secundarias a la atrofia del foliculo piloso y las glandulas

sudoriparas, puede haber hiperpigmentacion en la periferia. (Fig.3)

Fig. 1. Fase inflamatoria halo Fig. 2. Fase de esclerosis Fig. 3. Fase atrofica
eritematoviolaceo indicativo
de actividad

FORMAS CLINICAS:

1) Morfea o en placas: Es la forma mas frecuente, con una prevalencia del 56%.
Predomina en el tronco y extremidades. Se caracteriza por placas esclerosas,
generalmente ovales, con borde eritemato-violaceo (signo de actividad), bien
definido. (Fig. 4) .21

2) Esclerodermia generalizada: Se denomina asi cuando confluyen multiples
placas en 2 o mas regiones de la superficie corporal (prevalencia 13%) (Fig.
5)'15,16

3) En gotas: Considerada como una variedad de la morfea generalizada, se
presentan multiples lesiones puntiformes ligeramente xantocrémicas o

blanquecinas, con esclerosis minima, de superficie brillante, predominan en



cuello y parte superior del tronco, clinicamente pueden ser indistinguibles del

liquen escleroso y atréfico extragenital. '>'41817

4) Macular: Es una variedad que aun se encuentra en discusion, clinicamente se
presenta como manchas hiperpigmentadas sin evidencia clinica de esclerosis

con imagen histolégica de esclerodermia (Fig. 6).

5) Subcutanea (nodular o profunda): Es una variedad rara, se presenta en tronco y
antebrazos, se caracteriza por la presencia de placas esclerosas de aspecto
nodular, algunas simulan una cicatriz queloide. Otras pueden presentar un
aspecto de “piel de naranja”. La coexistencia de lesiones tipicas de la morfea
localizada puede contribuir al diagnostico, afecta dermis profunda y tejido

celular subcutaneo. '>'®

6) Ampollosa: Cursa con ampollas tensas, que asientan sobre placas esclerosas,
se presenta en extremidades, tronco, cara y cuello, la formacién de las ampollas

se ha atribuido al trauma u obstruccién linfatica causada por la esclerosis.”'®

7) Esclerodermia lineal o en banda: Corresponde a placas circunscritas,
dispuestas en forma lineal, con hiperpigmentacion, confinada a un solo
segmento corporal, generalmente en cara y extremidades, tiene una
prevalencia del 20%, es la forma mas frecuente en nifios (Fig. 7).">'"19%2 E|

dano puede incluir estructuras articulares ocasionando contracturas de

ligamentos, hipotrofia o atrofia de musculo o hueso, alterando el crecimiento o

desarrollo del segmento afectado.

Se denomina en golpe de sable cuando afecta la region medio-frontal, se puede
asociar a crisis convulsivas, signos extrapiramidales asi como calcificaciones

intracraneales y afecciones oftalmoldgicas.

8) Esclerodermia panesclerética: Tiene una prevalencia del 11%. Habitualmente

es diseminada, afecta estructuras superficiales como profundas, incluyendo

musculos y tendones, es rapidamente progresiva (Fig. 8).%1°



Fig. 4. Esclerodermia en Fig. 5. Esclerodermia Fig. 6. Esclerodermia macular

placa generalizada

Fig. 7. Esclerodermia en golpe de sable Fig. 8. Esclerodermia monomélica

(cortesia clinica colagenas)



ESCLERODERMIA LOCALIZADA: MANIFESTACIONES SISTEMICAS

La esclerodermia localizada generalmente no se asocia con manifestaciones
sistémicas, aunque hasta una cuarta parte de los pacientes presenta a lo largo de
la enfermedad manifestaciones extracutaneas, de las cuales la afectacion
articular es la complicacion mas frecuente principalmente en el tipo lineal, puede
causar discapacidad por sinovitis o contracturas. Es posible que presenten
artralgias, uveitis, alteraciones en la mecanica vertebral y sindrome del tunel del
carpo.’?®. Las manifestaciones neurolégicas mas frecuentemente asociadas son:

convulsiones, cefalea, asi como cambios de conducta.?*

La progresion a esclerosis sistémica progresiva varia entre el 0.8 al 5.6% de las

esclerodermias localizadas, siendo las de mayor riesgo las formas generalizadas.
25

DIAGNOSTICO

El diagndstico de la esclerodermia localizada es clinico y se confirma mediante
estudio histopatolégico. Es necesario completar el protocolo de estudio de los
pacientes a través de la realizacion de estudios de laboratorio y gabinete con la

finalidad de descartar manifestaciones sistémicas.

El aumento de colagena puede ser medido con métodos como ultrasonido

cutaneo, 2%’

resonancia magnética, plicometro, durémetro o flujometria por laser
doppler, ninguno de ellos hasta el momento han sido aprobados como métodos
diagnésticos para Morfea."?® Asimismo se han propuesto mediciones séricas de
péptidos de degradacion de colagena como el propéptido sérico aminoterminal de

la procolagena tipo Ill (PHINP), que es un marcador de la sintesis de colagena
111.%°

Actualmente la escala modificada de Rodnan (MSS) para esclerosis sistémica
descrita por Zachariae, divide el cuerpo en 17 regiones y mide el grosor y

plicabilidad de la piel en combinacion con el area afectada. Es un método que se



utiiza en morfea para la evaluacion clinica de la esclerosis pero no para

establecer el diagnédstico.?®>°

Por todo lo anterior, el analisis histopatolégico se considera el estandar de oro."®

Por lo tanto el diagndstico se realiza mediante la correlacién clinico-patolégica®
HISTOPATOLOGIA

Los estadios histologicos de la esclerodermia localizada se dividen en inflamatorio
temprano y escleroso o tardio®"'

El estadio inflamatorio temprano se caracteriza por un ligero engrosamiento de
haces de colagena y un infiltrado linfohistiocitario que inicia en tejido celular
subcutaneo y se extiende a dermis profunda, con edema dérmico moderado, las
fibras elasticas estan disminuidas en numero, grandes areas de tejido subcutaneo
son reemplazadas por colagena recién formada. Por microscopia electrénica se
puede identificar que estos haces de colagena tienen un didmetro disminuido,
mayor grosor pero su estructura es normal. Ademas, se presenta aumento de

colagena tipo I, lIl, fibronectina y proteoglicanos.®'

En el estadio tardio los haces de colagena son gruesos, con apariencia
homogénea predominantemente en la dermis reticular y en zonas mas profundas
éstas han sustituido la gran mayoria del tejido celular subcutdaneo. Como
resultado, puede haber desplazamiento y/o atrofia de las glandulas ecrinas,
ausencia de foliculo piloso y glandulas sebaceas, disminucién de los vasos
sanguineos que a menudo tienen una pared fibrosa y lumen disminuido.>' La

epidermis puede ser normal o con discreta acantosis.



Fig 10. Histopatologia de Esclerodermia. Estadio tardio con homogeneizacién de colagena en

toda la dermis
FISIOPATOLOGIA

La caracteristica principal de la esclerodermia es el aumento en la colagena y en

la proliferacion de fibroblastos, a partir de la cual surgen todas las posibilidades

etiopatogénicas de la enfermedad, que depende principalmente de 3 factores: 8’



a) Sistema inmune activado

Los linfocitos T y B han sido identificados en la esclerodermia localizada sobre

todo en estadios inflamatorios tempranos, '

lo que sugiere que tanto la
inmunidad celular como humoral estan implicadas en la fisiopatologia de la

esclerodermia.

La evidencia de que las células T se encuentran activadas en la esclerodermia
localizada incluye niveles séricos elevados de IL-2 (propuesta como marcador de
la actividad de la enfermedad), %2 IL-4 e IL-6 (promotores de la sintesis de
colagena y glucosaminoglucanos) asi como los receptores solubles de IL-
2.3,4,13,17,%%732 E| TNF-a y la IL-13 son citocinas fibrogénicas y estan elevadas
en un 25% de los pacientes. Los niveles de TNF-a parecen estar inversamente
relacionados con la duracién de la enfermedad, sugiriendo que tiene un papel
importante en la patogenia de la enfermedad, principalmente en el estadio
temprano, este factor induce la expresion de moléculas de adhesion ICAM-1 y

VCAM-1, las cuales favorecen la formacion de focos inflamatorios.3*’

El TGF-B1 es un factor de crecimiento con actividades fundamentalmente
fibrogénicas, ya que estimula la sintesis de la matriz extracelular y la activacion de
fibroblastos. **3® Otro indicador de la participacion de los linfocitos T cooperadores

(Th2) son los niveles de CD30 séricos elevados.®*

La IL-17 una citocina producida por células TH 17 (diferentes de TH1 y TH2) se
encuentra elevada en el suero de pacientes con esclerosis sistémica progresiva y

se ha relacionado con la fisiopatogenia de la enfermedad-*®

Los niveles séricos de CD23 indican que la activacion de células B ocurre en un
estadio temprano de la diferenciacién; demostrado por la activaciéon de células B y
por la presencia de diversos anticuerpos como los antinucleares, antihistona,
factor reumatoide y anti-ADN de doble cadena. La presencia de
hipergammaglobulinemia con elevaciéon sérica policlonal de IgG e IgM se ha
comunicado en el 50% de los pacientes sobre todo en la fase activa de la

enfermedad.’"33



Las B-defensinas, péptidos ricos en cisteina, se han detectado en piel inflamada
principalmente la hBD 2 y 3 que se unen al factor de transcripcion nuclear NF-kB,
el cual esta relacionado a la induccion de multiples citocinas proinflamatorias y
funciona como una molécula efectora del TNF-q, integrando tanto la respuesta
inmune innata como la adaptativa en respuesta a un dafo tisular. En este contexto
se considera que la esclerodermia es un “fenédmeno de reparacioén del dano fuera
de control” en el que las citocinas proinflamatorias y profibréticas estimulan a los

fibroblastos resultando una sefalizacién autocrina/paracrina desregulada.*3%4'

b) Dafio vascular:

El endotelio puede ser el sitio primario de dafio en morfea. Se ha demostrado que
las células endoteliales de los vasos sanguineos de la dermis profunda favorecen
los fendbmenos de apoptosis. Se ha propuesto la participacion de anticuerpos
dirigidos contra las células endoteliales que median la citotoxicidad como un
mecanismo para la induccién del dafo y su muerte. La citotoxicidad es mediada
por la via de Fas (CD95) mediante IL-2 que a su vez estimula a las células natural

Killer.*3942

La proteina cofactor de membrana (MCP) y el factor acelerador del decaimiento
(DAF) son moléculas reguladoras del complemento encontradas en las células
endoteliales que inhiben la formacion de las convertasas C3/C5 de las vias
clasica y alterna del complemento y de esta manera protegen a las células del
dafo mediado por el complemento; dichas moléculas son indetectables en el
endotelio de la piel afectada con morfea lo que hace al endotelio vascular
susceptible al dafio. *' Las consecuencias del dafio de las células endoteliales y la
apoptosis incluyen la actividad pro-coagulante y el incremento localizado de

citocinas proinflamatorias como la IL-1 y de moléculas de adhesién.
c) Sintesis excesiva de componentes de la matriz extracelular:

Las fibras de colagena constituyen el 75% del peso seco de la dermis. Pertenecen
a una familia de glucoproteinas altamente especializadas al menos con 27

miembros.***® Las colagenas tipo | y lll son las responsables de la tensién y



elasticidad de la piel. La colagena tipo | ocupa el 80% del total de la colagena de
la dermis del adulto mientras que la tipo Ill representa el 10% del total.*’ La
colagena tipo | pertenece a la clase fibrilar , su estructura de triple hélice consiste
en 2 subunidades que son sintetizadas como las cadenas precursoras pro a 1(l) y
pro a 2(l), codificadas por genes diferentes, se expresan en el hueso, tendén y
piel.® La transcripcién de los genes se regula por numerosos factores de
crecimiento (TGF-B1), hormonas, citocinas y factores nutricionales y estan

elevadas en patologias fibréticas. 4%-°°

Las colagenas son degradadas por multiples proteinasas extracelulares las mas
importantes son las metaloproteinasas de matriz 1,8 y 13 (MMPs),*’ su actividad
esta controlada por inhibidores especificos llamados inhibidores tisulares de
metaloproteinasas (TIMPs) ambos sintetizados por los fibroblastos dérmicos. *4*
El balance entre las MMPs y los TIMPs es esencial para remodelar la matriz
extracelular. ***° En las lesiones cutaneas el TIMP-3 se encuentra elevado. Asi la
fibrosis puede resultar tanto de un incremento en el depdsito de colagena como

de una disminucion del recambio de la matriz extracelular.

Los fibroblastos son el principal componente de la dermis y los responsables de la
sintesis de colagenas, un incremento de su proliferacion causa produccién
excesiva de colagena tipo | y Il y la disrupcion endotelial a su vez causa la
activacion plaquetaria.® Diferentes citocinas como el TGF-B, IL-1, TNF-a, PDGF
(factor de crecimiento derivado de plaquetas),®®***® CTGF (factor de crecimiento
del tejido conectivo) influyen sobre la actividad de los fibroblastos, activando su
proliferacion y con ella incrementando directamente la produccién de colagena. 3
El factor de crecimiento basico de fibroblastos (bFGF) presenta actividades
angiogénicas, induce la proliferacion y quimiotaxis de fibroblastos y la expresion

de colagenasas, sugiriendo su participacion en la respuesta fibroproliferativa.®

Estudios in vitro han demostrado que el IFN-y es un potente inhibidor de la
sintesis de novo de colagena, aunque no ejerce ningun efecto sobre las enzimas

colagenoliticas '



La proteina AP-1 es un factor de transcripcion importante en la regulacion de la

sintesis de colagena mediada por IL-4. 37

La activacion de los mastocitos parece tener un papel importante ya que éstos
aumentan en las lesiones de la fase inflamatoria de la esclerodermia, estas células
secretan heparina, la cual interactua con factores de crecimiento de union de

heparina (TGF-B1, IGF, etc.) que estimulan la proliferacién de los fibroblastos’

La esclerosis de la piel en la morfea estda asociada con mayor numero de
entrecruzamientos de la coladgena, ** que en presencia de infiltrados inflamatorios

perivasculares causan la hiperreactividad clonal de los fibroblastos.™
EXAMENES DE LABORATORIO

La eosinofilia ocurre en las formas generalizada y lineal, puede correlacionar con
la actividad del padecimiento. **' En las formas generalizadas puede encontrarse

elevacion de la velocidad de sedimentacion globular.

Los anticuerpos antinucleares (ANA) se presentan en el 46-80% de los pacientes,

por inmunofluorescencia indirecta con un patrén moteado u homogéneo.

Los anticuerpos anti-ADN se encuentran en aproximadamente en el 50% de los

casos de esclerodermia localizada '336:°°

Se han identificado anticuerpos anticardiolipina y anticoagulante Iupico en el 70%

de los pacientes con morfea generalizada.

Uno de los principales autoanticuerpos en esclerodermia localizada es el anti-
histona que se ha detectado hasta en un 47% en esclerodermia localizada, en
87% en morfea generalizada, 32% en esclerodermia lineal y 25% en morfea. Los
autoanticuerpos anti H1, H2A y H2B se han propuesto como un buen marcador
de actividad para morfea generalizada con un valor de 87% de sensibilidad y 74%

de especificidad. 3¢9



DIAGNOSTICO DIFERENCIAL

La relacién entre morfea con liquen escleroso y atréfico en general es discutido,
se han presentado casos en los que coexisten ambas entidades.” Por
histopatologia la esclerodermia localizada muestra cambios en las zonas
profundas de dermis mientras que en el liquen escleroso y atréfico son a nivel de

dermis papilar, asi como una alteracién vacuolar en la unién dermoepidérmica.

Otros diagndsticos diferenciales a considerar deben ser los sindromes
esclerodermiformes como: escleredema; enfermedad injerto contra huésped;
fascitis eosinofilica; sindromes esclerodermiformes por sustancias quimicas,
aceite de colza adulterado, bleomicina, benceno, cloruro de vinilo, L-triptéfano
contaminado, metafenilendiamina, percloroetileno, pentazocina, polvo de silice,
silicona, tricloroetileno, tricloroetano, tolueno; pseudoesclerodermia, sindrome de

envejecimiento prematuro, fenilcetonuria, escleromixedema.
TRATAMIENTO

Debido a que no existe una guia universal de tratamiento en esclerodermia el

manejo de la misma depende de la variedad clinica. &%

Cuando existe un riesgo importante de discapacidad como en la esclerodermia
lineal asi como en los tipos profundos en caso de enfermedad muy extensa, con

datos de actividad de la enfermedad se aconseja utilizar terapia sistémica.>?®

Los tratamientos actuales en morfea van dirigidos a prevenir la sintesis y
liberacion de citocinas profibréticas, asi como a disminuir la esclerosis mediante la
reduccion de la sintesis de colagena o incremento en la produccidn de

colagenasas; todos ellos con resultados variables.>®



Tabla 1: Tratamiento de esclerodermia localizada

FARMACO MECANISMO DE GRUPO INDICACION EFECTIVO/ NIVEL DE
NO EVIDENCIA
ACCION EFECTIVO
Glucocorticoi Disminuyen la produccion Inmunomodu | 12 eleccién
de matriz extracelular, lador
des inhiben la inflamacion, De manera topica en
proliferacion de cualquier variedad
fibroblastos y la fibrosis. clinica; y de manera
sistémica en formas
subcutaneas y
generalizadas.
Mejores resultados
en asociacion con
metotrexate.
Metotrexate Antagonista del acido félico | Inmunomodu | 2a eleccién en casos | Efectivo: 1B
que inhibe el DNA, RNA 'y lador generalizados en Combinado
la sintesis de proteinas. combinacién con con esteroides
esteroides y en
formas lineales
Delta- Bloquea los grupos Antifibrético | 2a eleccidn para Efectivo |
Penicilamina aldehido en los enlaces variedades
intra e intermoleculares de subcutanea y
la colagena afectando su generalizada
metabolismo
Radiacién UV | Efectos sobre la Antifibrético 28 eleccioén para UVB: 1IB
produccion de citocinas y formas lineales
estimula de la actividad de Efectivo UVAen
colagenasa. todas las
dosis: 1IB
12 eleccion en casos
generalizados PUVA: 1IB
Colchicina Evita la polimerizacion de Antifibrético Efectivo Il
la tubulina e inhibe la
migracion de leucocitos y
la fagocitosis
Ciclosporina A | Inhibe la transcripcion del Inmunomodu | Indicado en Efectivo 1
gen de IL-2, IL-3, INF-y. lador asociacion con
glucocorticoides
Antimalaricos | El mecanismo de accién Inmunomodu | En combinacién con
aun no es comprendido lador glucocorticoides o

totalmente.

delta-penicilamina
mejores resultados




Calcitriol Inhibe crecimiento de Antifibrético 32 linea en casos No efectivo IB
fibroblastos y la sintesis de severos, por efectos
colagena. adversos.
Mejores resultados
con placebo que con
calcitriol
Calcipotrieno Inhibe la proliferacién de Antifibrético 22 eleccion en casos Efectivo: IIB
fibroblastos, incrementa IL- refractarios a Combinado
10 y disminuye IL-8 glucocorticoides con
tépicos betametasona
Tacrolimus Actividad antiinflamatoria e 2a eleccion en casos | Efectivo B
inmunomoduladora, refractarios a
ligadas a la inhibicién de la | Inmunomodu | giycocorticoides
activacion de linfocitos T. lador topicos
Incrementa la produccién Antifibrético 32 eleccién en casos Efectivo 1B
de INF-y que a suvez refractarios a
inhiben la produccion de glucocorticoides
fibroblastos topicos, tacrolimus
Imiquimod 5% P S y
calcipotrieno
Fotoforesis Suprime los efectos del Antifibrético Efectivo ]
TFG-B
IFN-gamma Inhibe la produccién de antifibrético No efectivo 1B

fibroblastos

Modificado de Fett N, Werth P ©)

AGENTES ANTIFIBROTICOS

Se utilizan para reducir la sintesis, liberacion o polimerizacion de las fibras de

colagena, incrementar la actividad colagenolitica y/o las neutralizar

profibréticas como TGF-1, IL-4 y 6.

Delta-penicilamina

citocinas

La D-penicilamina es un agente quelante que bloquea los grupos aldehido en los

enlaces intra e intermoleculares de la colagena, afectando su metabolismo. Se ha

utilizado a dosis de 250 mg 3 veces al dia, considerando que disminuye la

esclerosis y mejora la sobrevida a 5 afios cuando se inicia el tratamiento en etapas

iniciales, aunque aun los resultados son variables.

9,30,62,63




Colchicina

La colchicina regula la inflamacion evitando la polimerizacién de la tubulina y en
consecuencia inhibiendo la migracion de leucocitos y la fagocitosis. Por sus
efectos antifibroticos en esclerodermia se utiliza en dosis de 0.6 mg dos veces al

dia con buenos resultados.
Calcitriol

1,25-dihidroxivitamina D3, puede mejorar la esclerodermia localizada a través de
sus efectos inmunomoduladores y por medio de la inhibicidén del crecimiento de
fibroblastos y la sintesis de colagena. Se han reportado receptores de calcitriol en
fibroblastos y linfocitos dérmicos. El calcitriol inhibe la diferenciacion de las células
B y la subsecuente produccion de inmunoglobulinas, su uso sistémico debe ser
monitoreado con calciuria para evitar el desarrollo de nefrocalcinosis. ' Ademas
tiene un efecto inmunorregulador en la proliferacion de linfocitos T cooperadores.
En estudios comparados con placebo se ha reportado un porcentaje medio de
mejoria del 46.6% para el placebo contra 59.9% para el calcitriol. Se recomienda
en pacientes con enfermedad severa y progresiva por la probable presencia de
efectos adversos como sindrome nefrético, proteinuria, leucopenia o

trombocitopenia, debiendo valorar por lo tanto el riesgo —beneficio. ¢’

Calcipotrieno en unguento

Ha sido utilizado para esclerodermia localizada que no responde a esteroides
tépicos, sus efectos son a nivel del sistema inmune y de la sintesis de colagena,
dicho efecto fue evaluado en un estudio abierto en pacientes con morfea tratados
con el unguento durante 3 meses. El resultado fue incipiente aunque se requiere
de un estudio controlado para demostrar su eficacia; se han utilizado también
combinaciones de calcipotriol-dipropinato de betametasona, con resultados

variables. %8



Interfer6n gamma

Se ha usado en esclerodermia debido a su habilidad para inhibir la proliferacion
de fibroblastos y la produccion de colagena, ademas de sus propiedades
inmunomoduladoras. Sin embargo  también incrementa la produccion de
glucosaminoglucanos y fibronectina. Se han realizado multiples estudios en
pacientes con esclerodermia con resultados variables, en la mayoria de ellos sin

demostrar diferencia alguna comparado con placebo. *>*’

Imiquimod 5%

Es un farmaco inductor de INF-gamma el cual inhibe la proliferacion de
fibroblastos y la produccién de colagena, unicamente se cuentan con serie de

reporte de casos.®?
Fotoféresis

Aumenta el numero de células T supresoras circulantes, estimula la produccién de
TNF-a que a su vez suprime los efectos del TFG-B e induce la expresion de

colagenasa intersticial.
Radiacion ultravioleta

La Radiacion ultravioleta tiene efectos sobre la produccién de citocinas vy
mediante el estimulo de la actividad de colagenasa.” La UVA1 demuestra sus
efectos mediante la expresion del ARNm especifico de metaloproteinasas de
matriz y la deplecidn de infiltrados de células T y de citocinas proinflamatorias
como IL-1 y 6. No se han realizado ensayos controlados con el uso de esta
terapia por lo que unicamente se cuenta con reportes de casos, el mayor de ellos
con 12 pacientes cuya mejoria fue del 90% en las placas de menor tiempo de
evolucion y del 50% en aquellas en estadio de esclerosis. El principal efecto
adverso fue la hiperpigmentacic’m.69‘76 Se ha reportado resultados similares con
dosis bajas media y altas de UVA, UVA de banda estrecha, UVB y PUVA.



AGENTES INMUNOMODULADORES
Metotrexate

Su mecanismo de accion en esclerodermia se desconoce, es un antagonista del
acido félico que inhibe el DNA, RNA vy la sintesis de proteinas. Disminuye las
concentraciones séricas de IL-6 y de IL-2 soluble en otras patologias. *'° Se llevé
a cabo un estudio en 34 pacientes tratados con pulsos intravenosos de
metilprednisolona seguido por prednisona oral y finalmente un esquema en
reduccion de metotrexate, en 94% de los pacientes se detuvo la evolucién de la
enfermedad, en 16 pacientes se suspendi6 el tratamiento por considerarse que la
enfermedad se encontraba inactiva; 44% de los pacientes tuvo recaida requiriendo
reinicio del tratamiento, 2 de los pacientes presentaron como efecto adverso una
diabetes mellitus—like. La combinacion de corticoesteroides y metotrexate resulta
ser una buena alternativa debiendo tomar las precauciones pertinentes limitando

su uso a casos generalizados.”’
Ciclosporina A

Actua mediante la inhibicion de la transcripciéon del gen de IL-2, IL-3, INF- q,
razon por la que se ha utilizado en algunos pacientes con morfea a dosis de 4-6

mg/kg."”
Antimalaricos

Hidroxicloroquina (200mg/dia). Los farmacos antimalaricos han sido utilizados por
sus efectos inmunomoduladores, aunque el mecanismo de acciébn aun no es
comprendido totalmente. En los subtipos lineales y profundo, puede ser necesario
un tratamiento agresivo que incluya esteroides sistémicos mas antimalaricos.
Otros farmacos modificadores de la enfermedad como ciclofosfamida o D-

penicilamina puedes ser necesarios para controlar la inflamacion.



Tacrolimus topico al 0.1%

Induce regresion de las lesiones probablemente por su actividad antiinflamatoria e
inmunomoduladora, ligadas a la inhibicion de la activacion de linfocitos T y a la
reduccién de la produccion de citocinas inflamatorias; se cuenta unicamente con

una serie de 7 casos con buenos resultados.”®
Glucocorticoides

Los esteroides de alta potencia han sido la “primera linea” de tratamiento para
pacientes con esclerodermia en placas durante afios, a pesar de que no existen
estudios prospectivos ni controlados de su efectividad, se han usado en forma
oclusiva, asi como de manera intralesional con una frecuencia cada 3-4

semanas.®*

Los efectos antiproliferativos de los glucocorticoides en los fibroblastos son
causados por una disminucion en la tasa de mitosis, disminuyen la produccion de
la matriz extracelular, han mostrado inhibir la inflamacion, la proliferacion de

fibroblastos y la fibrosis. *"°

Los glucocorticoides tienen efectos pleiotropicos, causando muchas reacciones
adversas, como osteoporosis, retardo en el crecimiento, sindrome de Cushing,
glaucoma, posterior a altas dosis de tratamiento sistémico o por periodos largos

de exposicion con terapia tdpica o intralesional. 77980

Tanto los esteroides sistémicos como topicos pueden producir atrofia. Los
factores que determinan el potencial atrofogénico de un glucocorticoide tépico son:
su potencia, duracion de la terapia, frecuencia de aplicacion y otros factores aun

desconocidos.”*®"

La presencia de efectos adversos es mayor con el uso de esteroides de mayor
potencia y con una dosis que incrementa gradualmente, en tronco por ejemplo
hasta 500 g en 6 meses, en cara con una aplicaciéon de 20 g en un periodo de 6
meses puede ocasionar la presencia de telangiectasias vy atrofia; por lo cual, la

terapia por largo tiempo en los pacientes con esclerodermia a base de



glucocorticoides no se recomienda y nos obliga a buscar nuevas alternativas de

tratamiento como las mencionadas previamente, de las cuales no se ha

demostrado una eficacia completa.’®:80:82- 84



ANTECEDENTES

El hallazgo principal en la esclerodermia localizada es el aumento de la actividad
de los fibroblastos y su respuesta exagerada para la formacion de proteinas de la
matriz extracelular principalmente colagena tipo | y Ill. Para esta respuesta se han
involucrado multiples factores, de los cuales uno de los mas estudiados hasta
nuestros dias es el factor de crecimiento transformante 3 (TGF- ) conocido como
una citocina profibrética que induce la acumulacion de la matriz extracelular por
medio de la inhibicion de las metaloproteinasas de matriz y del incremento de sus

inhibidores’%86:87:

es una citocina multifuncional que regula el crecimiento,
diferenciacién y funcién de varios tipos de células, se encuentra abundantemente
en plaquetas, macréfagos activados y linfocitos, su principal efecto sobre las
células mesenquimales es la estimulacion del depdsito de la matriz extracelular.
Los receptores de TGF- 3 se encuentran elevados en los fibroblastos de pacientes

con esclerodermia localizada. °*%’

Se ha demostrado que el TGF-B1 estimula la expresion de la colagena tipo |, lll,
VI y X, fibronectinas y proteoglicanos a través de los fibroblastos; modula los
receptores de moléculas de adhesion de las células de la matriz y regula la
produccidon de proteinas que pueden modificar la matriz extracelular por medio de
su accion proteolitica, como el activador de plasminégeno (PA), un inhibidor del
plasminégeno, o procolagenasa. Ademas el TGF- B es capaz de estimular su
propia sintesis por los fibroblastos mediante autoinduccion.®**®® Una vez que los
fibroblastos se ponen en contacto con el TGF- 3 éste mediante 2 vias de
sefalizacion diferentes inicia la trascripcion de los genes proa1 (l) y proa2(l) para

la produccién de colagena tipo I.

Otras de las citocinas estudiadas en gran medida son la IL-4 y la IL-6 que se
consideran profibréticas y estan elevadas en esclerodermia localizada tanto en
suero como en las lesiones, asi como moléculas de adhesién endotelial como
VCAM e ICAM.



Glucocorticoides

Los medicamento utilizados en mayor medida en la esclerodermia localizada son
los glucocorticoides que tienen como funcién principal disminuir la sintesis de
colagena mediante mecanismos diferentes actuando en las principales vias
fisiopatologicas de la esclerodermia como el TGF- B, esta disminucidon de la
produccion de colagena inducida por los glucocorticoides esta regulada a nivel
del nucleo por el TGF- 3 a través de la unidn de éste con el complejo activador de
proteina de TGF-1 el cual se une al promotor distal del gen proa1 de la colagena
tipo |.6:87-89
El gen de TGF-B1 se autorregula a la baja mediante los glucocorticoides,
probablemente a través de un GRE (elemento de respuesta a glucocorticoides)

presente en el promotor del TGF-B1.4

Disminuyen también la expresion del gen de la colagena tipo Ill con un efecto mas
devastador que el encontrado con la tipo |, lo que refleja la situacion de que la
colagena tipo Ill es mas sensible a los glucocorticoides comparada con la tipo |I.
43,90,91

Los glucocorticoides afectan la sintesis de colagena de manera indirecta
reduciendo la actividad de la prolil hidroxilasa o por medio de un incremento de la
degradacion de la colagena. La prolil hidroxilasa es una enzima importante en la
sintesis de colagena que cataliza la formacion de hidroxiprolina en colagenas por
medio de la hidroxilacion de residuos de prolina, a su vez la hidroxiprolina ayuda a

dar estabilidad a la colagena por medio de la formacion de uniones de hidrogeno.
43

Ademas de las colagenas, otras proteinas de la matriz extracelular se encuentran
también afectadas, como los proteoglicanos cuyas funciones mayores son
retardar la retencion de agua y proveer el ensamble de las fibras de colagena

(fibrinogénesis).

La decorina es un proteoglicano que inhibe la fibrinogénesis de las colagenas | y

11, es inducida por los glucocorticoides.*?



El GR (receptor de glucocorticoides) puede interferir con factores de trascripciéon
como AP-1 a través de una interaccion directa sin unirse al DNA o mediante su

unién a un GRE (elemento de respuesta a glucocorticoides).*”°

Los glucocorticoides previenen la expresion de citocinas como el TNF-a, IL-1f,
IFN-y, que estimulan la expresién de factores quimiotacticos y de adhesion
molecular incluyendo VCAM-I, ICAM-I. También inhiben directamente la expresién
de quimiocinas inducidas por citocinas proinflamatorias y de esta manera
interfieren con la atraccion leucocitaria asi como la activacion de integrinas sobre

la superficie de leucocitos.*®

Se ha demostrado que la dexametasona antagoniza los efectos fibrogénicos que
incrementan la sintesis de proteinas de matriz extracelular asi como también los

niveles de ARNm de TIMP-1y 2 estan disminuidos.*’

La metilprednisolona disminuye la expresion del ARNm de las colagenas tipo | y
lIl.  Estudios realizados con metilprednisolona intraarticular sugieren que es
capaz de suprimir la sintesis de matriz extracelular, asi como se ha observado con
hidrocortisona que existe una supresion total de la sintesis de colagena cuando

se administra por via intraarticular. ®’

Los cambios patoldgicos descritos en el cartilago de articulaciones normales que
fueron inyectadas con acetato de metilprednisolona o de betametasona incluyen:
pérdida de la basofilia y disminucion de la intensidad de la tincion de safranina,
necrosis de condrocitos e hipocelularidad, disminucion del contenido de
proteoglicanos, de la sintesis de colagena, incremento del contenido de agua.
Estos cambios degenerativos alteran la composicion del cartilago articular y
vuelve al cartilago mas susceptible al dafio mecanico in vitro e in vivo. Sin

embargo, el mecanismo del dafio causado por los esteroides, se desconoce.®*%*

La disminucion de la tensién y elasticidad en la piel se produce por una reduccion
en la sintesis y una induccién en el aumento de la degradacion de las proteinas de

la matriz extracelular, que incluyen colagenas, proteoglicanos y elastina. Las



alteraciones en la dermis resultan principalmente de efectos de los

glucocorticoides sobre el recambio de la matriz.**

Los glucocorticoides tienen muchos efectos toxicos in vivo y estan contraindicados
en muchos tipos de enfermedades. Se ha demostrado que los esteroides tienen

efectos adversos téxicos mediante la inhibicién de proteinas no colagénicas.®’

Los glucocorticoides disminuyen la sintesis de pro colagena tipo | y lll en la
dermis y sugiere que la mayoria de los efectos adversos de estas drogas como

atrofia de la piel se debe a la misma inhibicién de la colagena. 8" %97

Toda la informaciéon con la que se cuenta con respecto al mecanismo de accién de
la metilprednisolona sobre la matriz extracelular y las fibras de colagena se ha
obtenido por estudios realizados en el campo de la ortopedia y traumatologia,
bajo este precepto y puesto que no se cuentan con estudios controlados de su
empleo en pacientes con esclerodermia y pese a lo cual siguen siendo los
farmacos mas utilizados en esta enfermedad, se propone como un farmaco util y

como parametro para poder medir la eficacia de nuevos medicamentos.
Colagena-Polivinilpirrolidona (PVP)

La Colagena-PVP es la mezcla irradiada por rayos gamma de colagena porcina
atelopeptidica tipo | y la polivinilpirrolidona (PVP) en una solucion amortiguadora
de citratos, que estabiliza el pH. En condiciones de cultivo a 37°C y pH neutro el
biofarmaco no forma un gel, como la colagena, y sus propiedades electroforéticas,
fisicoquimicas y farmacoldgicas se encuentran modificadas por la unién covalente
entre la proteina y la PVP. *® Se ha demostrado tanto in vitro como in vivo que el
compuesto actua diferente de como lo hacen sus componentes por separado

(colagena y PVP).

Este biofarmaco tiene efectos moduladores sobre el metabolismo de la colagena y
la expresion de citocinas pro-inflamatorias. La Colagena-PVP administrada por la
via intramuscular, cutanea o subcutanea se metaboliza de la misma manera que la

colagena endodgena, principalmente por medio de las colagenasas. Los péptidos



generados son rapidamente metabolizados por las enzimas gelatinasas y
posteriormente por otras enzimas inespecificas, dando como subproductos
oligopéptidos y aminoacidos libres. Dada su antigenicidad caracteristicamente
baja, se considera un material inmunolégicamente inocuo, excepto en pacientes
que manifiestan hipersensibilidad a la proteina (IPP). Por su parte, la PVP ha sido
ampliamente utilizada en muchas formulaciones farmacéuticas, de alimentos,
cosméticos, etc. Debido a su naturaleza (homopolimero de N-vinil-2-pirrolidona)
biolégicamente inerte. Existe un gran numero de datos experimentales que
fundamenta su seguridad e inocuidad. La PVP empleada para la fabricacion de la
Colagena-PVP es de bajo peso molecular, por lo que no induce la formacion de
granulomas y se excreta por via renal (95%) en un periodo menor a 24 horas. No
se han reportado efectos adversos por la administracion intravenosa como
expansor de plasma o post-administracion de grandes cantidades via oral,

subcutanea o intramuscular.
Estudios de bioseguridad y farmacovigilancia

Los analisis clinicos y pruebas de laboratorio en voluntarios sanos y pacientes de
cicatrices hipertroficas o esclerodermia, muestran que la citologia hematica, el
examen general de orina y el perfil hepatico permanecen sin alteraciones aun
después de largos periodos de empleo de la Colagena-PVP. También, se ha
demostrado que el biofarmaco no produce fibroproliferaciéon, ni linfoproliferaciéon y

no tiene efectos genotdxicos o mielotdxicos. *°

No se ha observado la induccion de anticuerpos anti-colagena, anticolagen-PVP,
anti ribonucleoproteinas o anti-DNA de doble cadena con el uso de colagena-PVP

por periodos mayores a 12 meses. %

La eficacia del biofarmaco se ha demostrado en la resolucién de padecimientos
fibrosantes dérmicos, como las cicatrices hipertroficas en humanos, la aplicacion
intralesional en dosis de 0.2 ml por cada 5 cm de cicatriz, de forma semanal
durante un periodo maximo de 6 meses elimind la sensacidn urente, el prurito, el

dolor, el exceso de tejido fibroso en la cicatriz y restablecié la normocromia.



Histolégicamente, se observé menor cantidad de haces gruesos de colagena tipo
I, recuperacion de colagena tipo Il de la dermis papilar, arreglo de las fibras de
tejido conjuntivo semejante al de la piel normal, disminucion del infiltrado celular y
correccion del contorno epidérmico. Esto incluye la presencia de anexos cutaneos
(glandulas sebaceas vy foliculos pilosos) y rearreglo en la disposicion de las fibras

de colagena y elastina, el cual es similar al de la piel normal. %

Inmunohistoquimicamente, se determind que algunas citocinas pro-
inflamatorias/fibrogénicas (IL-13, TNF-a, TGF-f1 y PDGF) y moléculas de
adhesion (ELAM-1 y VCAM-1) se expresaban abundantemente en el tejido de las
cicatrices hipertroficas sin tratamiento, no asi en las tratadas con el biofarmaco

cuyos niveles fueron similares a los de la piel normal. '®

El efecto modulador de la inflamacién por la Colagena-PVP también fue observado
en las lesiones cutaneas de esclerodermia, ya que las placas tratadas con 0.2 ml
del biofarmaco/semana durante 3 meses, mejoraron su textura y apariencia.
Histologicamente, se observd la remodelaciéon del tejido fibroso que permitio el
restablecimiento de la proporcion de las colagenas tipos | y lll, la recuperacién de
la colagena tipo Il de la dermis papilar, se conservd el contorno epidérmico y
ademas, se presentaron anexos cutaneos. Inmunohistoquimicamente, se
determiné que la Colagena-PVP regulé negativamente la expresion de IL-13, TNF-
a, TGF-B1, ELAM-1y VCAM-1.""

Estudios pre-clinicos en fracturas y clinicos en pseudoartrosis

En las fracturas producidas en ratas la aplicacién de Colagena-PVP induce la
sintesis de osteopontina y osteonectina (proteinas que participan en la
mineralizacion), mejorando la calidad de la reparacion y acelerando la formacion y
consolidacion dsea. *1%219% | 3 Colagena-PVP estimula rapidamente la formacion
del callo fibroso y disminuye el dolor de la extremidad lesionada. Mejora el tono y

la fuerza muscular del miembro afectado.'®



Estudios in vitro en Artritis Reumatoide (AR)

En cultivos por duplicado de fragmentos de sinovia de 10 pacientes con AR y de 5
individuos sanos, tratados sin o con Colagena-PVP al 1% durante 7 dias, la
Colagena-PVP increment6 1.7 veces la colagena tipo Il de forma tiempo
dependiente. La expresion de IL-13, TNF-q, IL-8, asi como de ICAM-1, VCAM-1'y
Cox-1 fue regulada negativamente en un 40 a 50% con respecto a los controles,
mientras que la del TIMP-1 y Fas/Apo95 se incrementd de 1.5 a 2 veces en la
sinovial tratada con Colagena-PVP versus los cultivos de los controles. La
apoptosis se aumentd 2.5 veces en los vasos sanguineos de los cultivos tratados.
En los sobrenadantes de los cultivos tratados la actividad colagenolitica, la
concentracion del TIMP-1, asi como de IL-18 y TNF-a se encontrd disminuida a
niveles estadisticamente significativos. Lo anterior sugiere que la adiciéon de
Colagena-PVP a los cultivos de tejido sinovial de pacientes con AR induce la
regulacion negativa de algunas citocinas pro-inflamatorias e incrementa la

apoptosis de las células sinoviales. %1%

Estudio preclinico del efecto de la Colagena-PVP en un modelo de artritis

inducida por colagena (CIA).

El objetivo del trabajo fue el de evaluar el efecto de la aplicacién subdorsal de la
Colagena-PVP en un modelo murino de CIA. Los ratones fueron tratados dos
semanas después de la induccion con 100 m de Colagena-PVP, por semana
durante un mes. Mediante FACS se determiné el porcentaje de las poblaciones de
células Th1, Th2, Treg y Th17. La incidencia de CIA fue de 100% al dia 28. El
analisis clinimorfométrico mostr6 que la Colagena-PVP regulé negativamente la
inflamacion y la destruccion articular vs. placebo (p<0.05). El analisis histologico
demostré que en el grupo con CIA la erosion ésea, el pannus y la degradacion del
cartilago articular era intensa y correlacionaba con el grado de inflamacién.
Mientras que los ratones tratados con Colagena-PVP presentaban una
arquitectura tisular normal. La Colagena-PVP modul6 las proporciones de células

Th1, Treg y Th17 sin producir modificacion de las Th2. Conclusiones. La



Colagena-PVP ejercioé un efecto antiinflamatorio inhibiendo el dafio articular en el

modelo de CIA sin producir efectos adversos. "%’

Estudio piloto de seguridad y eficacia del uso de Colagena-PVP aplicada por
via subcutanea en pacientes con artritis reumatoide (No Ref del CIIBH: 981)

Las proteinas exdgenas han demostrado ser de utilidad terapéutica en la AR,
puesto que su adicidon en cultivos de linfocitos T es capaz de modular su respuesta
y la administracion oral de colagena tipos I, Il 6 Ill regula el sistema inmune
periférico en pacientes con AR y por tanto la inflamacién. Debido a lo anterior y a
los resultados encontrados in vitro con la Colagena-PVP, el objetivo del estudio
fue determinar si la aplicacion de ésta via subcutanea tenia alguna eficacia clinica

y si era segura y bien tolerada por los pacientes con AR.

El estudio incluy6 a 10 pacientes con AR activa. Los pacientes bajo dosis estables
de metotrexate y/o AINES fueron tratados durante 3 meses con administracion
subcutanea semanal de 0.2 ml de Colagena-PVP (1.66 mg de colagena) en las 8
articulaciones mas dolorosas. Los resultados mostraron que los pacientes
toleraron bien el tratamiento con Colagena-PVP. La respuesta a la terapéutica
mostré una mejoria estadisticamente significativa (p < 0.05) No hubo cambios en
los parametros seroldgicos ni sanguineos. En conclusion, la Colagena-PVP mostré
ser un biofarmaco eficaz y seguro en el tratamiento a corto plazo de la AR, es
decir, confirmamos in vivo los efectos anti-inflamatorios observados previamente in
vitro. La Colagena-PVP es un coadyuvante efectivo en el tratamiento de la AR y

no produce efectos adversos. "%

Estudio doble ciego del uso de Colagena-PVP aplicada por via intramuscular
comparada con placebo en pacientes con artritis reumatoide (No. Ref. CIIBH:
1198, IRE 101-03/04-1, SALUD-2002-C01-7421)

Con el estudio anterior se demostré que la Colagena-PVP administrada por via
subcutanea (supracapsular) en la articulacion en pacientes con AR era segura y
clinicamente eficaz en el tratamiento a corto plazo. Por lo que el objetivo del

estudio era determinar si la Colagena-PVP administrada por via intramuscular



también tenia eficacia clinica en los pacientes con AR versus el placebo a largo
plazo. Incluyé a 30 pacientes con AR activa de acuerdo a los criterios del ACR.
Los pacientes que en los 3 meses previos al estudio estuvieran bajo dosis
estables de metotrexato fueron tratados durante 6 meses por via intramuscular de
acuerdo al esquema de Freyberg con 2.0 ml de Colagena-PVP (3.33 mg de
colagena) 6 2.0 ml de placebo (fase de tratamiento). Posteriormente todos los
pacientes fueron evaluados bimestralmente durante 6 meses (fase de
farmacovigilancia), tiempo en el cual no se administré ni Colagena-PVP, ni
placebo. El grupo de pacientes que recibidé el principio activo toler6 bien el
tratamiento y mostré una mejoria estadisticamente significativa (p < 0.05) versus
el placebo en el numero de: articulaciones inflamadas, articulaciones dolorosas,
rigidez matutina, HAQ-DI , ACR20, ACR50, ACR70, PCR vy factor reumatoide. No
se presentaron reacciones adversas en ningun paciente del grupo placebo o
tratado con Colagena-PVP. Basados en los resultados anteriores se concluyé que,
la Colagena-PVP es un biofarmaco eficaz, seguro, de bajo costo y de facil
administracién ya que no requiere de hospitalizacién por lo que podria ser de

utilidad como un coadyuvante bioldgico en la terapia de la AR. "%

Estudio comparativo doble ciego de la eficacia del uso de colagena-
polivinilpirrolidona (coldgena-pvp ) vs. placebo, aplicado por via intrarticular
en pacientes con osteoartrosis de rodilla (CONACyT SALUD-2002-CO1-
127/B1y CONACyYT SALUD 2004-01-065)

El objetivo del trabajo fue el de evaluar el efecto in vitro e in vivo de la Colagena-
PVP en pacientes con Osteoartrosis (OA) de rodilla. Incluyé a 53 pacientes con
OA de rodilla, fueron aleatorizados en dos grupos y tratados con 12 inyecciones
intraarticulares (IA) de 2 ml de Colagena-PVP (16.6 mg de colagena) (n=27) 6 2 ml
de placebo (n=26) durante 6 meses (fase de tratamiento). Posteriormente todos
los pacientes fueron evaluados trimestralmente durante 6 meses, tiempo en el cual
no se administr6 Colagena-PVP o placebo (fase de farmacovigilancia). Los
pacientes tuvieron una mejoria estadisticamente significativa de los criterios

primarios y secundarios (p<0.05) en el grupo tratado con Colagena-PVP versus



las determinaciones basales y versus el grupo placebo a los 6 y 12 meses . No
hubo cambios en la BH, PFH y EGO. Las reacciones adversas fueron el dolor en
el sitio de la inyeccion durante 12 a 24 h y en 2 pacientes (7%) del grupo tratado
con Colagena-PVP se desarroll6 artritis quimica. In vitro, la Colagena-PVP indujo
un incremento de 3 a 6 veces la concentracion de los proteoglicanos altamente
sulfatados, COMP, colagena tipo Il, IL-10 y de la proliferacion de los condrocitos
(antigeno Ki-67) y regulé negativamente la IL-18 y el TNF-a La Colagena-PVP
tiene un excelente perfil de eficacia clinica, bioquimica y de seguridad cuando se
aplica por via intraarticular. Actia modificando el curso de la enfermedad cuando
se aplica por via IA. Asi la Colagena-PVP induce la proliferacion de condrocitos,
regula positivamente la expresion y la sintesis de proteoglicanos altamente
sulfatados, colagena tipo II, COMP e IL-10 y negativamente las citocinas pro-

inflamatorias, particularmente IL-18 y TNF-a.""%""2



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

¢ Presenta el tratamiento con colagena—PVP menores efectos adversos y que tan
efectivo es cuando se compara con metilprednisolona de depdsito en el

tratamiento de la esclerodermia localizada?

No existen guias para estandarizar el tratamiento de los pacientes con
esclerodermia localizada. Recientemente Cochrane esta realizando una, la cual se

encuentra publicada en fase de protocolo.'*®

La esclerodermia es una enfermedad autoinmune de etiologia desconocida,
caracterizada por depdsito de colagena y otras proteinas de matriz extracelular.
Debido a que la etiologia es desconocida es dificil definir una estrategia
terapéutica efectiva. La esclerodermia es de larga evolucion y puede involucrar
grandes areas de la piel asi como causar segun su topografia complicaciones
como limitar la movilidad articular; en la variedad de golpe de sable puede
evolucionar a un Sindrome de Parry Romberg, caracterizado por atrofia hemifacial
que puede llevar a complicaciones serias. Por otra parte, los medicamentos
efectivos para el tratamiento de esta patologia son utilizados por periodos largos,
lo que incrementa el numero de efectos adversos, limitando su empleo y

aumentando el riesgo-beneficio.



JUSTIFICACION

Actualmente los glucocorticoides son los farmacos mas utilizados en la
esclerodermia localizada. Sus efectos adversos incluyen desde la presencia de
corticodafno localizado a piel manifestado por atrofia (mas frecuente, 90%) y
telangiectasias hasta efectos sistémicos como sindrome de Cushing, glaucoma vy
retraso en el crecimiento (cuando se utiliza en pacientes jévenes). Dichos efectos
pueden variar en gravedad, dependiendo de factores como la via de
administracion, la dosis administrada, asi como el tiempo que sea administrado el
farmaco, la superficie corporal afectada, es directamente proporcional a la dosis
del farmaco, etc. Los glucocorticoides practicamente inhiben los factores
asociados con la patogenia de la enfermedad (hasta 97%), por lo que lejos de
inducir una homeostasis tisular, evitan la reparacion e inducen otro tipo de
patologias produciendo efectos adversos importantes, tal como se demuestra en
el trabajo realizado por Furuzawa-Carballeda y cols., primer estudio piloto que
compara la efectividad en la mejoria clinica de esclerodermia de glucocorticoides
comparados con colagena-PVP, en el que se demostré una mejoria del 97% con

glucocorticoides y del 45% con colagena-PVP."*

Por lo anterior se sugiere el empleo de la Colagena-PVP ya que este biofarmaco
es un modulador negativo de algunas citocinas pro-inflamatorias (IL-1B, IL-8 y
TNF-a, TGF-B), moléculas de adhesién y proteasas, induce la regeneracion tisular
y regula el recambio de la matriz extracelular, particularmente de colagena. Se ha
reportado que el efecto modulador negativo puede ser de un 45%, lo que sugiere
que el biofarmaco no inhibe los factores que finalmente son importantes para
recuperar la homeostasis tisular como lo hacen los corticoides. La Colagena-PVP
no produce los efectos adversos que inducen los glucocorticoides los cuales
pueden ser irreversibles y ademas permite recuperar en parte la estructura
tisular incluyendo los anexos cutaneos como los foliculos pilosebaceos las
glandulas sudoriparas, tendiendo como unico efecto adverso el dolor que puede
ocasionar durante la aplicacion, mismo que es pasajero tolerable (menor a 5

minutos) y el cual puede disminuir ante una correcta técnica de aplicacion.



OBJETIVOS
Objetivo Primario:

a) Evaluar el efecto clinico e histolégico asi como los efectos adversos de la
colagena-PVP comparada con metilprednisolona de depdsito en el tratamiento de

pacientes con esclerodermia localizada.
Objetivos secundarios:

a) Caracterizar las subpoblaciones de linfocitos T y células dendriticas en la

sangre periférica.

b) Determinar si la esclerodermia localizada es una enfermedad de tipo Th17 y si

esta subpoblacion celular es regulada post-administracién de colagena-PVP.

c) Determinar el grado de mejoria clinica de los pacientes de acuerdo a la escala
de Rodnan en el grupo tratado con colagena-PVP y en el grupo tratado con

metilprednisolona de depdsito.

d) Determinar por citometria de flujo (FACS) el perfil de citocinas intracelular
producidas por los linfocitos T CD4+ de sangre periférica [Th1(IFN-y)/Th2(IL-
4)/Th17(IL-17)/Treg(FoxP3)].

e) Evaluar por inmunohistoquimica el contenido de células Treg y Th17 en

biopsias de lesiones cutaneas de esclerodermia localizada.

f) Evaluar por inmunohistoquimica el contenido de TGF-31 en biopsias de lesiones

cutaneas de esclerodermia localizada



HIPOTESIS

El tratamiento de la de esclerodermia localizada con colagena-PVP tendra un
menor numero de eventos adversos y menor efecto antifibrético comparado con

el tratamiento a base de metilprednisolona de depdsito.



DISENO

Ensayo clinico aleatorizado, doble ciego paralelo comparado
metilprednisolona de depésito (Fig. 11).

DISENO

Estudio clinico doble ciego controlado con metilprednisolona de depbsito
L]
Pacientes: 32 pacientes con Escleroderma localizada.

v

Tratamiento: Administracion intralesional
16 pacientes seleccionados al azar se trataran con colagena-PWP
16 pacientes seleccionado al azar se tratarén con depomedrol

0.2 mL de colagena-PVP o metilprednisolona cada semana por 3 meses {12 aplicaciones)
+

¥ +
Evaluacion clinica Estudios de laboratoric | | Criterios de respuesta F'n'man'a|
Rodnan Q3 Rodnan
Efectos adversos FFH Histologia
Eficacia EGO Inmunohistoguimica
Biopsia Citometria de flujo
Sangre pernfénca
Suero
—3 | Fe—
A b A A -y [
Easal 1 2 3 4 5 5 i g dmeses
Fasa de tratamiento Fase de farmacow gilancia

Andlisis estadistico: ANOYA de una via, Holm-Sidak, p<0.03

Figura 11. Disefio metodoldgico del estudio.

con



MATERIAL Y METODOS
Poblacién de estudio

Pacientes de primera vez y subsecuentes de 17 a 70 afos de edad con
diagnodstico de esclerodermia localizada confirmado por histologia, que acuden a
la consulta del Centro Dermatoldgico “Dr. Ladislao de la Pascua”, sin importar que

hayan recibido o no tratamiento tépico o sistémico previamente.
Criterios de inclusiéon

e Se incluiran pacientes con diagnéstico clinico de esclerodermia localizada y
confirmada por histologia en estadio de esclerosis, de por lo menos 5 cm de
diametro.

e Pacientes entre 17 y 70 afos de edad

e Pacientes que acepten firmar consentimiento informado

e Pacientes con disponibilidad de tiempo para acudir semanalmente a la

aplicacion del tratamiento
Criterios de no inclusion

e Pacientes con antecedentes de cancer, linfomas o tratamiento con
quimioterapia

e Pacientes con diabetes mellitus u otra enfermedad cronico-degenerativa
descontrolada

e Pacientes con tratamiento sistémico durante los 2 meses previos al inicio
del estudio

e Pacientes con tratamiento tdpico o sistémico para esclerodermia durante 1
mes previo al inicio

e Pacientes con hipersensibilidad a los medicamentos

e Pacientes sin método de planificacion familiar



Tamano de la muestra

No existen guias de tratamiento ni estudios controlados para esclerodermia
localizada, unicamente contamos con un estudio piloto realizado con esteroides
intralesionales vs. colagena-PVP. Tomando en cuenta que el principal factor
fibrogénico en esta enfermedad es el TGF-B1, se ha considerado pertinente
evaluar la efectividad de ambos medicamentos considerando la regulacidon
negativa mas no la inhibicién de los parametros inflamatorios, misma que se ha
reportado del 45.5% en los pacientes con colagena-PVP y del 97.3% con

esteroides de depdsito se espera un valor de A minimo del 51.9%

Asi utilizando la férmula de Comparacion de dos proporciones:

[EE *«4'2}3'“ _Pj + 2, *\u'[Pl (1 _Pl:l"'}:':“ _P::I]:

I:F'l ~ P :Ij

H:

Tenemos:

n = sujetos necesarios en cada una de las muestras

Za = Valor Z correspondiente al riesgo deseado, 1.960

Zb = Valor Z correspondiente al riesgo deseado, 0.842

p1 = Valor de la proporcion en el grupo de referencia: 0.973

p2 = Valor de la proporcion en el grupo del nuevo tratamiento: 0.454
p = Media de las dos proporciones p1y p2, 0.713

Se requieren estudiar 13 pacientes. Sin embargo, calculando un 20% de pérdida

durante el seguimiento se propone estudiar 16 pacientes por grupo.



Duracion del estudio:

Seguimiento de los pacientes: 12 semanas (3 meses) de aplicacion de
medicamento y 24 semanas (6 meses) de farmacovigilancia dando un total de 36

semanas (9 meses) de seguimiento total.
Forma de asignacion de los casos a los grupos de estudio: Aleatoria
Criterios primarios de mejoria

Mejoria clinica. Consiste en valorar mediante la escala modificada de Rodnan® la
capacidad de pellizcar la piel y de esta forma de manera indirecta evaluar la
disminucién de la esclerosis. Se valora la puntuacion de la escala que de
acuerdo a la mejoria debe ir disminuyendo. Se valoraran también las placas que
no reciben tratamiento para poder evaluar el efecto a distancia que los farmacos
puedan tener. Dicha valoracion sera realizada por un médico de la clinica de
enfermedades colageno-vasculares del Centro Dermatologico “Dr. Ladislao de la

Pascua” de manera ciega cada mes hasta concluir el estudio.

Escala de Rodnan modificada

Escala de engrosamiento:
0 = Piel normal
1 = Piel con engrosamiento leve pero definitivo
2 = Piel con engrosamiento leve-moderado
3 = Piel con engrosamiento severo

La afectacion de cada parte del cuerpo se mide igualmente con una escala
de 3 donde:

0= sin afectacion

1= 33% de afectacion



2= 33-67% de afectacion

3= 67% o mas de afectacion
Dividiendo al cuerpo en:

1= Cabeza y cuello

1=Torax

1= Abdomen

2=Brazos

2=Antebrazos

2= Manos

2= Dedos manos

2= Muslos

2=Piernas

2=Pies

Mejoria de la arquitectura tisular

La evaluacién histolégica de la arquitectura tisular se llevara a cabo en los tejidos
tefidos con hematoxilina y eosina y PAS de las biopsias basales y post-
tratamiento de manera ciega por un dermatopatdlogo del Centro Dermatologico
“Dr. Ladislao de la Pascua”. Los criterios de mejoria a considerar seran los

siguientes:

1) Presencia de anexos cutaneos (foliculos pilosebaceos y glandulas

sudoriparas)

2) Disminucion de infiltrado linfohistiocitario (dato de actividad de la enfermedad).



De manera secundaria se puede considerar:
3) Ausencia de atrofia (disminucion de todas las capas de la epidermis)
4) Disminucion de homogeneizacion de fibras de colagena

Mejoria de los parametros inflamatorios

Disminucion de al menos un 45% en el numero de células Th17 de sangre

periférica, asi como la expresiéon de IL-17 en la piel con respecto a la basal.
INTERVENCION (TRATAMIENTO)

El estudio sera prospectivo, doble ciego y comparado con metilprednisolona de
depdsito. Se incluiran 32 pacientes con esclerodermia localizada con una lesién de

al menos 5 cm los cuales se dividiran de manera aleatoria en 2 grupos:
a) Tratados con metilprednisolona de depésito
b) Tratados con colagena-PVP

Un tercer grupo estara integrado por los pacientes sanos y que servira como
control en los cuales se realizaran las mediciones de citocinas en suero para tener

un valor basal y comparativo.

Los pacientes seran tratados con 0.2 ml (1.6 mg) de colagena-PVP por cada 5 cm
de superficie cutanea enferma empleando como dosis maxima 1 ml por semana
durante 3 meses; o bien 0.1 ml de metilprednisolona de depdsito, con un
centimetro de distancia entre cada inyeccion sin exceder una dosis de 20 mg
(0.5ml) la cual se administrara cada 4 semanas, alternando con aplicaciones
semanales (en total 3 aplicaciones mensuales) del vehiculo de la colagena-PVP
(amortiguador de citratos).” De esta manera todos los pacientes
independientemente del grupo de tratamiento al que fueron asignados acudiran

de manera semanal a aplicacion de medicamento durante 3 meses.

La farmacovigilancia se llevara a cabo durante los 6 meses posteriores a la

ultima aplicacion.



La obtencidon de muestras biolégicas: sangre periférica y suero se llevara a cabo
en la visita basal (semana 0), una semana después de la ultima aplicacién

(semana 13) y al finalizar el periodo de la farmacovigilancia (semana 37).

Las biopsias se obtendran en la visita basal y en la ultima visita del periodo de

farmacovigilancia (semana 37).

La evaluacion de la eficiencia terapéutica de la colagena-PVP vs. la
metilprednisolona de depdsito se determinara por medio de la escala de Rodnan,
de la arquitectura tisular y de la presencia de IL-17 en el tejido y del porcentaje de

células Th17 de sangre periférica.
VARIABLES DE EVALUACION

Definicion de esclerodermia localizada: la esclerodermia localizada es una
enfermedad autoinmune que clinicamente se caracteriza por presentar placas
eritematosas que progresan a esclerosis y borde color eritematoviolaceo (dato
clinico de actividad de la enfermedad) bien definidas de tamafo variable vy
finalmente progresan a hiperpigmentacion residual acompafada de atrofia, afecta
cualquier topografia siendo las mas frecuentes, tronco extremidades y cabeza.
(tabla 2)

Tabla 2; Variables de estudio

Variables de estudio

Definicid
Variable etinicion Definicién operacional Escala Unidad de Medida
Conceptual

Respuesta a un

) Evaluados segun la escala
farmaco que es

. I analoga visual aplicada a los
nociva o téxica . . .
pacientes y a los cuestionarios

se produce a . .
y i P - aplicados a lo largo del estudio, ]
dosis utilizadas I Si
efectos tanto locales como pueden ser Cualitativa
adversos prurito, ardor, dolor, eritema, nominal
atrofia, telangiectasias, como
sistémicos incluyendo fiebre,
cefalea, malestar general,
nauseas, vomito.

normalmente No
en el hombre
para la

profilaxis,

diagnéstico o




tratamiento de
una
enfermedad

Aumento de la
capacidad de

Clinica:

Es la disminucién en la severidad
de la esclerosis evaluada con la
escala modifica de Rodnan, la cual
se evalla segun la respuesta con
disminucion del grado que puede

Clinica:
0 = piel normal

1= piel con engrosamiento
leve

2= piel con engrosamiento
moderado

3= piel con engrosamiento

Disminucion . . mbiar ngr ngr _
dol pellizcar la piel ga biar de un grado 3 a un grado Cualitativa severo
ela S ;
) por disminucion ordinal
esclerosis del
e . .
) Histologia:
engrosamiento
Esta disminucién de la esclerosis Histologia:
se debera corroborar mediante el 0=Homogeneizacion de la
estudio histopatologico colagena leve
comparandola con los resultados 1= Homogeneizacion de la
al inicio del estudio. colagena moderada
2= Homogeneizacion de la
colagena severa
Grado en que 0 = piel normal
una
determinada 1= piel con engrosamiento
. . Se evalua en base a la respuesta leve
intervencion )
L observada con ambos tratamientos
sanitaria o . . . .
. o aplicados durante 3 meses y con Cualitativa 2= piel con engrosamiento
Efectividad procedimiento . . . .
un periodo de farmacovigilancia de | ordinal moderado
logran lo que se .
tend 6 meses, duracion total de
retende = ni ;
p ' evaluacion de 9 meses 3= piel con engrosamiento
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determinada
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afectada placas. escala de Rodnan Evallda que porcentaje de
modificada para evaluar un cada area esta afectada:
total maximo de 42 puntos
dividiendo al cuerpo en 17
regiones diferentes. . e
0= sin afectacion
1= 33% afectacion
2=33-67% de afectacion
3=67% o mas de
afectacion
1)Menos de 1 afio
Evalta el tiempo 2) 1 afos
Tiempo de . P Se registra en afos
. transcurrido entre el . .
evolucién de L L transcurridos desde el inicio . 3) 2 afios
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la de la enfermedad hasta la .
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Tiempo que una . o
Pod . Edad en aios al inicio del Cuantitativa .
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desde su nacimiento.
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P p ) Cualitativa Femenino
Sexo por el genotipo de una | Se registra en base al sexo .
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persona




DESCRIPCION DE PROCEDIMIENTOS

Se solicitara el envio a los investigadores de pacientes con diagnéstico clinico e
histolégico de esclerodermia localizada vistos por primera vez o subsecuentes en
consulta externa asi como en la clinica de enfermedades colageno-vasculares con
edades comprendidas entre 17 y 70 afios de edad del Centro Dermatoldgico “Dr.

Ladislao de la Pascua”.

Una vez reclutados los pacientes se explicara ampliamente el estudio a realizar y

se solicitara su participacion en el mismo.

Toda vez que el paciente acepte participar en el estudio se firmara la carta
consentimiento de la cual se entregara una copia al paciente y una se anexara al

expediente.

Se realizara una historia clinica y exploracion fisica completa para seleccionar a
los pacientes en funcién de los criterios de inclusiéon y de exclusion descritos

previamente.

Se distribuira de manera aleatoria a los pacientes a cada uno de los grupos de

estudio.
El tratamiento sera administrado de forma ciega para el paciente y el médico.

En la visita 0 se tomara la biopsia basal con un sacabocados de 4mm, muestra de
sangre 10 ml vy se realizara una prueba de intradermorreaccion con colagena-

PVP misma que se leera a las 48 horas, registrando los hallazgos encontrados.

Los 10 ml de sangre tomados a cada paciente se utilizaran para realizar la

citometria de flujo con el fin de cuantificar las subpoblaciones de linfocitos T.

La biopsia de piel se congelara en nitrogeno liquido y se realizaran cortes por
congelacion para la determinacién por inmunohistoquimica de IL-17A (Th17), de
Foxp3 (Tregs) y TGF-B1.



Se tomaran controles fotograficos en la semana 0 y cada mes, fecha en la cual
también se llenaran cuestionarios tanto por el paciente como por el evaluador,

para valorar la mejoria clinica.

Los pacientes seran tratados con 0.2 ml de colagena-PVP (1.6 mg de colagena)
por cada 5 cm de lesién cutanea empleando como dosis maxima 1 ml, por semana
durante 3 meses, o bien con 0.1ml por area entre las cuales se dejara 1 cm de
distancia con una dosis maxima por aplicacion de 5ml la cual se administrara cada
4 semanas alternando con administracion del vehiculo (amortiguador de citratos)
el resto de las semanas (3) durante 3 meses, mediante via subcutanea y con una

jeringa de insulina.

Al final del tratamiento (13 semanas) y al final del periodo de farmacovigilancia
(semana 37) se tomaran muestras de sangre y se realizara el registro fotografico

y solo en la semana 37 se obtendra una biopsia de la placa tratada.

Determinacion de las subpoblaciones de células Th1 (CD4+/ IFN-a+), Th2
(CD4+/ IL-4+), Th17 (CD4+/ IL-17+), T reguladoras (CD4+/Foxp3+) en células

mononucleares de sangre periférica (CMNSP) por FACS

De las muestras de sangre periférica anticoagulada con EDTA al 2% se aislaran
las células mononucleares mediante un gradiente de densidad con lymphoprep.
Se tomaran 50 pL para cada prueba, a éstos se adicionaran 5 pL del anticuerpo
anti-CD4-PeCy y 5 pL del anti-CD14-FITC (BD Biosciences, San Diego, CA;). Las
muestras se incubaran durante 20 min a temperatura ambiente y en oscuridad.
Posteriormente las muestras se lavaran una vez con 1.0 mL de PBS 0.05 M, pH
7.2-7.4, centrifugando a 1500 rpm, durante 5 minutos y se adicionaran 200 uL de
la solucidn Cytofix/Cytoperm (BD Biosciences, San Diego, CA. No. Cat. 554714)
incubando durante 20 min en hielo y en oscuridad. Se adicionara 1 mL de solucién
de lavado (permwash diluida 1 mL del concentrado en 9 mL de agua destilada) y
se centrifugaran durante 8 min a 1500 rpm. Se aspirara el sobrenadante
totalmente y se adicionaran 50 pl de solucion de lavado y 7 ul del anticuerpo anti-
IFN-y-PE, anti-IL-17A-PE, anti-IL-4-PE y anti-Foxp3-PE. Las células se incubaran



durante 30 min en hielo y en oscuridad. Las células se lavaran con 1.0 mL de la
solucion de lavado y se centrifugaran durante 5 min a 1500 rpm. Se eliminara el
sobrenadante y las células se resuspenderan en 0.5 mL de paraformaldehido al
3% en PBS. Las muestras se evaluaran en un citdtmetro FACscan empleando el
programa Cell Quest para su analisis. Se adquiriran al menos 50000 eventos y se
analizaran realizando una ventana para la subpoblacién de linfocitos empleando el

programa CellQuest.
Inmunohistoquimica para determinar la expresion de IL-17A y células Foxp3

Para determinar la produccion de IL17-A y Foxp3 se utilizara la técnica
inmunohistoquimica. Para la técnica de inmunoperoxidasa se emplearon cortes de
tejido embebidos en parafina. Los tejidos hidratados se incubaron con una
solucién de H202 al 3 % (JT Baker) durante 20 min. Los sitios de pegado
inespecifico se bloquearon con un suero no relacionado (Santa Cruz, CA) durante
30 min a temperatura ambiente en camara humeda. Los tejidos se incubaron
durante 18 h a 40C con el anticuerpo primario, una inmunoglobulina monoclonal
de tipo IgG/k preparado en ratéon IL-17A o anti-Foxp3 humanos a una
concentracion de 10 ug/ml (Santa Cruz, CA). Se empled el anticuerpo secundario
biotinado correspondiente y los tejidos se incubaron durante 1 h a temperatura
ambiente en camara humeda. A continuacion se empled el complejo avidina-
peroxidasa (VECTASTAIN Elit ABC Kit, Vector Lab), con el que se incubd durante
1 h a temperatura ambiente. La reaccidon se desarrollé en 10 min, empleando una
solucion de 6 mg de diaminobencidina en 10 ml de Tris-HCI 0.05 M, pH 7.4 y 10 pl
de H202 que produce un precipitado color sepia en las células inmunorreactivas.
Las muestras se contratiieron con hematoxilina de Harris durante 10 min, se
deshidrataron con alcohol y xileno y finalmente se montaron con resina. Durante el
ensayo se corrio un control negativo en el que se sustituyo el primer anticuerpo
por uno no relacionado (suero normal de caballo diluido 1:100) y un blanco de
reactivos en el que se reemplazo el anticuerpo primario por albumina de huevo al
3% en PBS 0.01 M, pH 7.4. Al menos 2 secciones de 2 diferentes tejidos fueron

analizadas en cada paciente en un analisis ciego. La expresién de las moléculas



analizadas se reporté determinando el numero de células inmunorreactivas al
anticuerpo de un total de 400 células a lo largo de un campo (16X) elegido al azar.
La cuantificacion se realiz6 de forma automatizada empleando el programa
analizador de imagenes Image-Pro Plus 5.1. Los valores representan el promedio

del porcentaje de las células inmunorreactivas + error estandar (E.S.)
Analisis estadistico

Se calculé el tamano de muestra con la férmula para calcular una muestra para
proporciones, considerando un 20% de tasa de pérdidas. Para el andlisis primario,
las medias de las puntuaciones seran comparadas entre los dos grupos de
tratamiento con intencion a tratar (IAT) (todos los pacientes que recibieron una
dosis del medicamento en estudio y tuvieron al menos una eficacia observada a lo
largo del tratamiento). Para el analisis estadistico se utilizara el programa
SigmaStat3.2 por el Kruskal-Wallis One Way Analysis of Variance on Ranks y por
el método Holm-Sidak para los procedimientos de comparaciéon multiple. Los
resultados se expresaran como media + E.S. Los valores de P menores o iguales

a 0.05 seran considerados como significativos.
Estudios con riesgo.

Ninguno.

Métodos de deteccion de eventos secundarios

Las experiencias adversas pueden tener lugar en el transcurso del uso de
cualquier farmaco o biofarmaco. Estas se registraran durante todo el estudio y en

cada examen del paciente.

Una experiencia adversa se define como cualquier cambio desfavorable e
impensado en la estructura, funcién, o quimica del cuerpo asociado
temporalmente con el uso de la colagena-PVP o metilprednisolona de depdsito, ya
sea que se le considere o no relacionado a dicho uso. También se define como

experiencia adversa, cualquier empeoramiento (por ejemplo: cualquier cambio



clinicamente adverso en la frecuencia y/o intensidad) de una enfermedad

preexistente, asociado al uso de los farmacos.

El investigador evaluara todas las experiencias adversas en lo que se refiere a:
Maxima intensidad:

Leve (conciencia de los signos y sintomas, pero facilmente tolerables);

Moderada (molesta lo suficiente como para provocar interferencia con la actividad

normal);

Grave (inhabilitante con incapacidad para trabajar o para realizar la actividad

normal)
Gravedad:

Una experiencia adversa grave es una experiencia adversa que tiene lugar a

cualquier dosis que:
*Tenga como resultado la muerte; o

*Ponga en peligro la vida (coloca al paciente, a los ojos del investigador, ante un

inmediato riesgo de muerte debida a la experiencia cuando se produce); o

*Resulte en hospitalizacion o prolongue una hospitalizacién existente (la estadia
por una noche en el hospital, independientemente de la duracién de dicha
estadia, aun cuando dicha hospitalizacién sea una medida precautoria para

poder realizar la observacion continua del paciente); o

*Produzca una anomalia congénita/defecto de nacimiento (en la progenie de
pacientes que toman el producto independientemente del tiempo hasta el

diagnostico); o
Produzca un cancer; o

Produzca una sobredosis (ya sea accidental o intencional)



Se pueden considerar como experiencias adversas graves otros eventos médicos
de importancia que pueden no resultar en muerte, poner en peligro la vida, ni
requerir hospitalizacion, cuando, en base a un criterio médico apropiado, dichos
eventos puedan poner en peligro al paciente y requerir intervencion médica o
quirurgica para prevenir cualquiera de los resultados antes detallados (marcados

con un * en el apartado precedente).
Duracién:

Registro de las fechas de inicio y finalizacion de la experiencia adversa. Si es de

menos de 1 dia, indique el tiempo de duracidn correspondiente y las unidades.
Accién tomada:

¢ Provocé la experiencia adversa que el medicamento bajo investigacion fuera

descontinuado?
Relacion con el medicamento investigado:
¢ Provocé el medicamento bajo investigacion la experiencia adversa?

La determinacion de la probabilidad de que el medicamento bajo investigacion
provoque la experiencia adversa, sera efectuada por el investigador. Las iniciales
firmadas/fechadas del investigador sobre el documento o plantilla fuente, respalda
la causalidad anotada en el formulario de efectos adversos, garantiza que se
realizd una evaluacion profesionalmente calificada para la causalidad. Dicho
documento inicialado debera ser devuelto de acuerdo al marco de tiempo
regulatorio requerido. Los siguientes criterios tienen la intencion de servir como
guia de referencia para asistir al investigador en la evaluacion de la probabilidad
de una relacidon entre el medicamento bajo investigacion y la experiencia adversa

basandose en la informacion que se tiene disponible.

Los siguientes componentes deben utilizarse para evaluar dicha relacion; cuanto

mayor sea la correlacion con los componentes y sus respectivos elementos en



cuanto a cantidad y/o a intensidad), mayor probabilidad habra de que el

medicamento haya provocado el evento adverso:

-Exposicion: ¢ Existen pruebas de que el paciente estuvo realmente expuesto al
medicamento bajo investigacion, como ser: historia confiable, evaluacion de

cumplimiento aceptable, efecto farmacolégico esperado?

-Curso del tiempo: ¢ Se produjo la experiencia adversa en una secuencia temporal

razonable desde la administracion del medicamento bajo investigacion?

¢ Es compatible el tiempo en que comenzo la experiencia adversa con un efecto

inducido por el medicamento?

ESPECIFICACION DE LA MANERA EN QUE SERAN OBSERVADOS LOS
PRECEPTOS ETICOS PARA LA INVESTIGACION.

El protocolo debera tener la aprobaciéon del Comité de Bioética del Instituto
Nacional de Ciencias Meédicas y Nutricion Salvador Zubiran y del Centro
Dermatologico “Dr. Ladislao de la Pascua”. Este estudio se realizara siguiendo los
lineamientos éticos de la Declaracion de Helsinki, del Reglamento de Investigacion

en Salud de la Ley General de Salud.

Se dara a firmar una carta de consentimiento informado donde de manera clara
expresa las intervenciones y posibles efectos adversos los cuales en caso de

presentarse seran tratados y se llevara el seguimiento.

Recursos

Recursos humanos

Investigador principal: Dra. Margarita Ortiz Avalos CDP

Investigador responsable INCMNZS: Dra Janette Furuzawa Carballeda

Investigador responsable CDP: Dr. Fermin Jurado Santa Cruz



Investigador Asociado histopatologia: Dra. Gisela Navarrete Franco
Investigador Asociado clinico: Dra. Virginia Martinez Estrada CDP
Recursos financieros

Fondos propios del investigador

Apoyo AMALAC

Proyecto Clinico (Centro Dermatoldgico Dr. Ladislao de la Pascua)

Proyecto Basico (Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador
Zubiran)



RESULTADOS

En el estudio se incluyeron 10 controles sanos y 31 pacientes a quienes se aplico
medicamento, de los cuales 15 (48%) fueron asignados aleatoriamente al grupo
de colagena-PVP y 16 (52%) al grupo tratado con metilprednisolona de depdsito.
De éstos 13 (88%) y 14 (87%) respectivamente, concluyeron el estudio (Fig. 12).
Dos pacientes del grupo de colagena-PVP abandonaron el estudio argumentando
razones personales, recibieron 4 y 6 aplicaciones respectivamente del
medicamento. Mientras que los 2 pacientes que desertaron del grupo que fue
tratado con metilprednisolona de depdsito, uno argumenté motivos personales y el
otro por no contar con método de planificacién familiar por escrito, recibieron 3 y 2
aplicaciones del medicamento, respectivamente. Todos los pacientes fueron
analizados por una prueba de intento de tratamiento (ITT, por sus siglas en

inglés).

Figura 12. Reclutamiento y desenlace de los pacientes del estudio.

Pacientes seleccionados
n=31

l

Pacientes aleatorizados a cada
grupo de tratamiento

n=31
Grupo de Col-PVP Grupo de Metilprednisolona
=15 de depasito
n=1g8
L 2 o
. Desercion n=2 Desercion n=2
Motivos personales n=2 Motivas personalesn=1
Efeu:tns.advn.arsns n=0 Efectosadversosn=0
Ineficacian=10 Ineficacian= 0
Otros=0 Ofros=1
W W
Concluyeron estudio Concluyeron estudio
n=13(87%) n= 14 (B8%)
Analizados Analizados
n=13 n=14




Datos clinicos y demograficos de los pacientes
Los datos demograficos y clinicos se muestran en las tablas 1 a 6

El 90% (9), 77% (10) y 93% (13) de los individuos del grupo control y de los
pacientes tratados con colagena-PVP y metilprednisolona respectivamente, fueron
mujeres. La edad promedio, el tiempo de evolucion, la edad al inicio de la
enfermedad, la escala de Rodnan y las variables de laboratorio no presentaron
diferencias estadisticamente significativas entre los diferentes grupos de estudio.

Sexo

Del total de pacientes en estudio, 27 (87%) fueron del sexo femenino y 4(13%) del
sexo masculino (Tablas 3y 4; Grafica 1)

Tabla 3

Femenino 27 87%
Masculino 4 13%
Total 31 100
Tabla 4

Género 91 10/3 131

Mujer/Hombre




CASOS
N=31

MASCULINO
N=4 (13%)

FEMENINO
N=27 (87%)

Grafica 1: pacientes incluidos en el estudio 4 hombres, 27 mujeres con un total de 31 pacientes

Tabla 5

EDAD (afos)

Promedio = D.E. 37.2+10.9 35.2+ 145 41.4+15.7

Intervalo 20 - 57 17-62 17-73
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Grafica 2: Edad de los pacientes incluidos en ambos grupos de tratamiento y de grupo control

Tabla 6

TIEMPO DE EVOLUCION (meses)

Promedio + D.E. 37.7+37.2 42.9+39.5

Intervalo 6-120 4-120
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Grafica 3: Tiempo de evolucion de las lesiones en ambos grupos de tratamiento

Tabla 7

EDAD DE INICIO DE ENFERMEDAD (afios)

Promedio + D.E. 32.3+15.9 379+17.3

Intervalo 10-61 8-73

CRITERIOS PRIMARIOS DE MEJORIA

Escala de Rodnan modificada

Los pacientes que recibieron el tratamiento a base de metilprednisolona
disminuyeron en un 25.6, 43.6 y 46.2% a los 3, 6 y 9 meses respectivamente, el
puntaje de la escala de Rodnan modificada, cuando se comparo la determinacion
basal con la evaluacion final (Fig. 13, Tabla 8, gréafica 4). Mientras que los
pacientes tratados con colagena-PVP disminuyeron un 5.5, 18.3 y 39.3% la escala
de Rodnan con respecto al valor basal (Tabla 8)



Basal 9 meses post-tratamiento

Metilprednisolona

Colagena-PVYP

Figura 13. Lesién cutanea a los 0 meses (pre-tratamiento y a los 9 meses (post-tratamiento).

Tabla 8 VARIABLES CLINICAS

RODNAN

Promedio+ D.E. | 55+2.9 39+05 52+29 29+0.7 45+£25 22+05° 35+26 21+£05

Intervalo 2-12 3-5 2-1 2-4 2-10 1-3 1-9 1-3




Grado de

Mejoria1
(Médico)

19408 21+0.7 22+06 | 29+0.6% | 35+05% | 3.2+04

Promedio £ D.E.

Intervalo

Grado de
Mejoria
(Paciente) ) )
1.9+0.9 24+0.7 26%0.7° 3.0+0.8 35+05M 34105

Promedio £ D.E.

Intervalo

3Colagena-PVP 6 meses vs. Metilprednisolona 6 meses; "Metilprednisolona 3 meses vs. 6 meses; “Colagena-
PVP 6 meses vs. Metilprednisolona 6 meses; dCoIéngena-PVP 3 meses vs. 9 meses; °Colagena-PVP 6 meses
vs. 9 meses; fMetilprednis;olona 3 meses vs. 9meses; Colagena-PVP 3 meses vs. 6 meses; hCoIégena-PVP 3
meses vs. 9 meses; iColélgena-PVP 6 meses vs. 9 meses; jMetilpredinisolona 3 vs. 9 meses; 'Grado de
Mejoria: 0 = Ninguna, 1 = Poca, 2 = Regular, 3 = Buena, 4 = Excelente.

10

ESCALADE 6 =t coldgena-PVP

RODNAN § == Metilprednisolona

3.5

basal 3 meses 6 meses 9 meses

Gréfica 4: Grado de mejoria evaluada por escala de Rodnan modificada, los valores entre ambos
grupos no mostraron significancia estadistica.
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Grafica 5: Grado de mejoria. Evaluaciéon por el médico. Resultados sin valores estadisticamente
significativos al comparar ambos grupos de tratamiento
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Gréfica 6: Grado de mejoria. Evaluacién del paciente



Tabla 9

VARIABLES DE LABORATORIO

Leucocitos
(cel/ml)
6618.2 + 5998.2 + 6966.7 + 6878.3 +
Promedio £ 1475.0 1681.3 2238.7 1376.3
6101.8 + 5975.3 +
DE. 6076.7 £
4800- 3320-9200 1665.1 3850- 2196.3 3850-9000 1438.0
Intervalo 9100 10600
3600-9200 1500- 4100-
11900 3800
Linfocitos (%)
Promedio+ | 29.3+75 | 35.7+5.9 36.6 £ 33375 33.1+89 354+89 33.42 +
D.E. 121 10.4
19.2-40.6 26.4-43.0 18.0-41.0 16.8-47.0 18.0-49.5
Intervalo 17.0-61.0 6.0-53.0

Tx: tratamiento MPD: Metilprednisolona

Mejoria de la arquitectura tisular

La evaluacion histolégica se llevo a cabo en los tejidos tefidos con hematoxilina y
eosina en las biopsias basales y post-tratamiento de manera ciega por 1
dermatopatoélogo del Centro Dermatoldgico “Dr. Ladislao de la Pascua”.

Las biopsias de los pacientes tratados con metilprednisolona de depdsito
presentaron:

1) Atrofia
2) Disminucion de la hialinizacién de fibras de colagena

3) Infiltrados inflamatorios ausentes o escasos



4) Foliculos pilosos, glandulas sudoriparas y sebaceas ausentes o atroficas
(Fig. 14, panel superior)

Basal 9 meses post-tratamiento

Metilprednisolona

Colagena-PVP

Figura 14. Hallazgos histolégicos del efecto colagena-PVP comparado con la metilprednisolona de
depdsito a los 9 meses post-tratamiento. Las flechas sefalan la presencia de anexos cutaneos.

Mientras que los pacientes tratados con la colagena-PVP presentaron las
siguientes caracteristicas histologicas:

1) Ausencia de atrofia
2) Disminucion de la hialinizacién de fibras de colagena

3) Disminucion mas no inhibicion del infiltrado inflamatorio, el cual fue de leve
a moderado, de localizacién perivascular y perianexial

4) Recuperacion de foliculos pilosebaceos y glandulas sudoriparas (Fig. 14,
panel inferior)



Mejoria de los parametros inflamatorios en biopsias de piel

Como se mencioné anteriormente, una disminucion de al menos un 45% en el
numero de células inmunorreactivas al anticuerpo anti IL-17 a los 9 meses post-
tratamiento con respecto a la basal, se consider6 como una mejoria clinicamente
significativa.

Efecto de la colagena-PVP y de la metilprednisolona sobre la expresion de
IL-17A y de Foxp3.

La presencia de IL-17, una citocina proinflamatoria e inductora de la proliferacién
de fibroblastos, disminuyd su expresion en los pacientes tratados con colagena-
PVP (20.6 £ 1.3% vs. 7.7 £ 0.4% de células inmunorreactivas; [| = -62.6%; p<0.05.
(Figura 15 panel inferior y grafica 7) a niveles estadisticamente significativos.
Mientras que los pacientes que recibieron metilprednisolona de depdsito no
presenté cambios (18.0 £ 2.1% vs. 18.4 £ 3.0% de células inmunorreactivas; [ =
2.6%. (Fig. 15 panel superior y Grafica:7).

Basal 9 meses post-tratamiento
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Figura 15. Expresion de IL-17 (Th17) en las lesiones cutaneas pre-tratamiento y 9 meses post-
tratamiento.



Lo contrario fue observado cuando se determind la presencia de células T
reguladoras mediante la identificacion de la proteina Foxp3. La presencia de este
factor aument6 a niveles estadisticamente significativos en los pacientes tratados
con colagena-PVP (9.3 £ 1.4% vs. 18.0 £ 0.9% de células inmunorreactivas; [ =
93.5%; p< 0.05. (Fig. 16 panel inferior y Gréfica 7); no asi en los que recibieron
metilprednisolona de depdsito (10.2 + 1.1% vs. 92 £ 1.6% células
inmunorreactivas; [ =-9.0%; (Fig. 16 panel superior y Gréfica 7).
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Figura 16. Expresion de células Treg en las lesiones cutaneas pre-tratamiento y 9 meses post.-
tratamiento.
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Grafica 7. Porcentaje de células inmunorreactivas para IL-17 (células Th17) y Foxp3 (células
Treg) en las lesiones cutaneas de esclerodermia en condiciones basales o pre-tratamiento y 9
meses post-tratamiento. El analisis estadistico se realizé empleando la prueba de ANOVA de una
via por el método de Holm-Sidak con ayuda del programa SigmaStat 3.0. Las lineas en rosa
representan diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) del tratamiento con colagena- PVP
con respecto a la determinacion basal y entre los tratamientos.

Efecto de la colagena-PVP y de la metilprednisolona sobre la expresion de
TGF- 81 y de IL-22

El factor de crecimiento transformante 31 (TGF- 1) es una citocina profibrética,
estimula la expresién de la colagena tipo I, Ill, VI y X, fibronectinas y
proteoglicanos; disminuyd su expresion en los pacientes tratados con colagena-
PVP (2.240.3% vs 7.3+1.2%) (figura 17 panel inferior, grafica 8) mostrando una
p<0.05 con respecto a los niveles basales y al grupo tratado con Metilprednisolona
en el cual no se demostro significancia estadistica (figura 17 panel superior y
gréfica 8). Mientras que la IL-22 que es una citocina producida por estimulacion
de los linfocitos Th17, disminuyeron su expresion con valores estadisticamente
significativos en el grupo de Metilprednisolona (19.5£1.9% vs 26.1+2.1%, p<0.05)
(figural8 panel superior, gréfica 8) y en el grupo de colagena-PVP ( 8.2+1.1%
vs 26.1£2.1%, p<0.05) (figural8 panel inferior, grafica 8). Al mismo tiempo al
comparar ambos grupos se obtuvo una p<0.05 para el grupo de colagena-PVP
(8.2+1.1%19.5+1.9% vs) (Grafica 8)
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Figura 17. Expresion de TGF-1 en las lesiones cutaneas pre-tratamiento y a los 9 meses (post.-
tratamiento)
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Figura 18. Expresion de IL-22 en las lesiones cutaneas pre-tratamiento y a los 9 meses (post.-
tratamiento.)
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Grafica 8. Porcentaje de células inmunorreactivas para IL-17a,IL-22 (células Th17), TGFB1 y
Foxp3 (células Treg) en las lesiones cutaneas de esclerodermia en condiciones basales o pre-
tratamiento y 9 meses post-tratamiento. Los asteriscos representan las diferencias
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estadisticamente significativas (p<0.05) del tratamiento con colagena- PVP con respecto a la
determinacion basal y entre los tratamientos.

Mejoria de los parametros inflamatorios en sangre periférica

El parametro de mejoria clinicamente significativa relacionado a la inflamacién
sistémica considerd una disminucién de al menos un 45% en el numero de células
Th17 de sangre periférica.

3.31% 2.47%

IL-17PE
CD14 FITC
IFNYPE

10t 100 101 102 103

104

2.42% 268%

IL4PE
Foxp3PE

4 T T T T T 0
10° 100 0! 102 103 104 10 10

CD4 PerCP CD4 PerCP

Figura 19. Citograma representativo de las distintas subpoblaciones de células T (Th17, Th2, Th1
y Treg) evaluadas en la sangre periférica de los pacientes con lesiones cutdneas de
esclerodermia.

Los pacientes con lesiones cutaneas de esclerodermia presentaron un incremento
estadisticamente significativo del porcentaje de células T cooperadoras y
reguladoras con respecto a los individuos sanos (Figura 19, Tabla 10, gréafica 9).
El incremento en el porcentaje de células Th17, Th2, Th1 y Treg disminuy6 a
niveles similares a los determinados en los individuos sanos con cualquiera de los
tratamientos de manera tiempo-dependiente (Fig. 19, Tabla 10). No se
encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los grupos de
tratamiento (Fig. 19, Tabla 10). Sin embargo, si se determinaron diferencias
significativas en el grupo tratado con colagena-PVP con respecto a la
determinacién basal, en el porcentaje de células Th17, Th2 y Treg (Fig. 19, Tabla
10).



Tabla 10

Porcentaje de células Th17, Th2, Thly Tregs de sangre periférica en los pacientes con
esclerodermia localizada.

Células (%)

CD4+/CD14-/IL-7A+

Promedio tES | 23+03 | 6416 50%1.0 20+0.3" 22+06 14402 2104
(Intervalo) | (1.2-3.4) (0.4-17.2) (0.8-10.4) (0.34.4) (0.3-9.1) (0.2-2.4) (0.5-6.3)
CD4+/CD14-/IL-4+
Promedio tES | 0.7+02 | 44%1.3* 34407 2205 19%05 1.3+0.3* 25+06
(Intervalo) | (0.2-1.9) | (0.1-15.1) (0.4-6.7) (0.3-6.5) (0.1-7.3) (0.4-4.2) (0.5-7.9)
CD4+/CD14-/IFN-y+
Promedio + ES | 0.7%0.2 32+ 1.1 2.8+0.6 23+06 21£06 1.6+04 21£06
(Intervalo) | (0.2-1.8) | (0.02-12.7) (0.3-6.4) (0.2-7.6) (0.03-7.2) (0.4-5.3) (0.1-7.8)
CD4+/CD14-Foxp3+
Promedio+ES | 1.9+03 | 98%22* 6.4+ 1.4* 36+05 29+0.7 2.7+04* 24104
(Intervalo) | (0.8-33) | (0.6-25.7) (2.1-13.9) (1.2-8.0) (0.5-9.4) (1.2-5.4) (1.0-6.5)

*Sanos vs. Basal, *Basal vs. Colagena-PVP, *Basal vs. Metilprednisolona de depésito. El analisis estadistico
se realizo empleando la prueba de ANOVA de una via por el método de Holm-Sidak con ayuda del programa

SigmaStat 3.0. * = p<0.05.
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Gréafica 9: Determinacion del porcentaje de células Th17 y Tregs en sangre periférica por
citometria de flujo. Los asteriscos en morado indican una diferencia estadisticamente significativa
de los niveles de los pacientes con respecto a los individuos sanos. Las flechas en rosa sefialan
una diferencia significativa de la determinacién basal o pre-tratamiento con respecto al tratamiento
final con colagena-PVP.

Sequridad y eficacia de la colagena-PVP.

La administracion de colagena-PVP mostré ser segura y eficaz, ya que los
pacientes solo refirieron dolor en el sitio de aplicacion, que persistié durante 5
minutos post-administracion (Tabla 11). No obstante, el tratamiento con
metilprednisolona de depdsito se asocid con prurito persistente, dolor (no
relacionado con la aplicaciéon del farmaco) e incremento de esclerosis en dos
pacientes.



Tabla 11 Eventos adversos

Colagena-PVP Dolor en el sitio de aplicacién que persistié durante 5 minutos
post-aplicacion.

Incremento de esclerosis 1 mes después de concluir el

protocolo.
Metilprednisolona

Prurito persistente.

Dolor.




DISCUSION
Se estudiaron 31 pacientes con diagnéstico de esclerodermia localizada

Desde 1987, los trabajos de Bos y cols. evidenciaron la presencia de células T

(CD4+ o CD8+) residentes en la piel de individuos sanos.

Posteriormente, Rachel Clark (2006) cuantifica a los linfocitos Th, sefialando que
un individuo sano posee un millon de células/cm2 y esto es equivalente a 20
billones de células en total, es decir el doble de lo que encontramos en la

circulacion.

Clark, también determind que el 95% eran células T
CD4+/CD45R0O+/CCR4+/CLA+ (adhesinas de piel) a las que denominé células
TEM, mientras que un 5% eran TCD4+/CCR7+/L-selectina+ o células TMC con

capacidad de migrar a los 6rganos linfoides secundarios.

De tal suerte que en condiciones de no estimulacidn o reposo, los TEM
pertenecen a una subpoblacién de un tiempo de vida media muy larga de
aproximadamente 1 década, y que conforman parte del grupo de células
residentes de la piel, lo cual evita el compromiso inmunoloégico ante un reto

antigénico local.

Bajo estas premisas resultaba facil, a través de la 6ptica de un raciocinio lineal el
asumir que estas células Th CD4+ pudieran ser tipo Th1 o Th2, como se habia

descrito previamente en el paradigma Th1/Th2 por Mossman y Coffman en 1986.

Sin embargo en este estudio demostramos que las proporciones de células Th17
en sangre periférica y tejido se encuentran elevadas en pacientes con
esclerodermia localizada, cuando los valores son comparados con los de
individuos sanos. Evidencias previas a este estudio, sugieren el papel patogénico
de las células Th17 en la esclerodermia y su participacion no se encuentra limitada

a las fases iniciales o a ciertos subtipos de la enfermedad '™



La presencia de la subpoblacion de células Th17 tanto en sangre periférica como
a nivel tisular, sugiere la induccion de la expresion de IL-17, TNF-q, la IL-1B y la IL-
6. El efecto biolégico de estas citocinas, en conjunto con la IL-4 e IL-13
sintetizadas por las células Th2, podria explicar el fenotipo proinflamatorio y
profibrético de los pacientes con esclerodermia’"’ . Es conocido que la IL-17
induce la proliferacion de los fibroblastos, la expresion de moléculas de adhesién y
la produccion de IL-1B por las células endoteliales de manera dosis-dependiente
"8 La IL-1pa su vez, es una citocina proinflamatoria muy potente, capaz de
inducir la produccién de IL-6 y de PDGF en fibroblastos normales y derivados de
lesiones cutaneas de pacientes con esclerodermia®® . Asimismo, los fibroblastos

de esclerodermia sintetizan constitutivamente esta citocina y su receptor "%

Por otro lado, los pacientes con esclerodermia también presentan niveles séricos
elevados de IL-6, los cuales correlacionan con el grado de gravedad de la

d120_123.

enfermeda Tanto IL-1 como IL-6 son necesarias para inducir la

diferenciacion de las células Th17 a partir de precursores virgenes o naive "%,

En el presente estudio se determind un incremento de células Th1 lo cual podria
encontrarse relacionado a un estado de inflamacion cronica, reflejo de una

constante activacion policlonal.

Las células Treg son las encargadas de mantener la tolerancia y se han
encontrado incrementadas o con funciones alteradas en muchas enfermedades
autoinmunes, incluyendo el lupus eritematoso generalizado, la artritis reumatoide
y la esclerosis multiple, aunque también juegan un papel patogénico en la
respuesta a infecciones, neoplasias y trasplantes de 6rganos. Algunos estudios
previos han demostrado aumento en el numero de células CD4+CD25+FoxP3+ en
los pacientes con esclerodermia, en particular en las fases iniciales de la

enfermedad’®'%°.

El TGF-B1 es una citocina profibrética implicada en la fisiopatogenia de la
esclerodermia, se identifico en las biopsias de piel al inicio del protocolo

demostrando su presencia y final del tratamiento se identifico una disminucion de



su expresion estadisticamente significativa en el grupo del tratamiento con

colagena-PVP con respecto al nivel basal y al grupo de Metilprednisolona.

Uno de los criterios de inclusion fue la presencia de placas clinicamente
esclerosas, cuya traduccion histologica es la presencia de homogeneizacion de la
colagena, hallazgo que no es posible revertir con el tratamiento pero si disminuirlo
a tal grado que los anexos cutaneos desplazados o ausentes puedan ser
recuperados. La presencia de infiltrado linfohistiocitario traduce actividad de la
enfermedad y disminuy6 en ambos grupos. Con respecto a la evidencia de efectos
adversos de los medicamentos como la atrofia epidérmica, se observd que los
pacientes tratados con metilprednisolona de depdsito la presentaron en mayor
porcentaje. Por lo anterior si consideramos como criterios primarios de mejoria a la
disminucién de infiltrado linfohisticitario y recuperacion de anexos cutaneos, pese
a que no se tiene algo objetivo para medirlos; podemos concluir que los efectos
encontrados con la colagena-PVP fueron mejores que los encontrados con la

Metilprednisolona. (Los resultados mas relevantes se muestran en la tabla 12)

Segun la experiencia publicada en la literatura aunque como ya se mencioné
previamente no existen guias de tratamiento para la esclerodermia localizada; el
mejor glucocorticoide de depdsito para el tratamiento de la morfea es la
triamcinolona, sin embargo no contamos con el medicamento en México y debido
a que la metilprednisolona es el glucocorticoide de depdsito con el que comparte
mayor numero de caracteristicas farmacoldgicas se decidié utilizarlo en este

estudio.

Los pacientes que fueron incluidos en el grupo de tratamiento de colagena-PVP
durante la vigilancia postratamiento no presentaron datos de reactivacion de la
enfermedad ni aumento de esclerosis, mientras que para 2 de los pacientes del
grupo de metilprednisolona presentaron mayor esclerosis de la lesion tratada,
asociada a sintomatologia como prurito y presencia de datos de actividad clinica

como el halo eritematoviolaceo.



Unicamente en 2 pacientes con lesiones multiples y del grupo de colagena-PVP
refirieron mejoria de lesiones no tratadas, por lo que podria tratarse de un efecto a
distancia de este biofarmaco, lo que se justifica si analizamos los resultados
obtenidos de Th17 e IL-17.

Se corrobora nuestra hipétesis que plantea que la colagéna-PVP es menos eficaz
que la metilprednisolona de depdsito, aunque los resultados no fueron

estadisticamente significativos.

TABLA  12: RESULTADOS DEL ESTUDIO ESTADISTICAMENTE
SIGNIFICATIVOS

18.0%2.1% 7.7+04%
3.0% 1.3% * 0.4% 16% | 0.20%*
102+ | 92+16% | 9.3£14% | 180t | 64:14% | 24+% 98t | 27+%
1.1% 0.9% * 04%° | 22% | 04%"

7.3x1.2% 7.3x1.2% 7.3¥1.2% 2240.3% *

MPD: Metilprednisolona, COL-PVP: Colagena-PVP, *P<0.05, * P<0.05 comparando los valores basales y resultados entre

un mismo grupo, no entre ambos grupos de tratamiento




CONCLUSION

* La colagena-PVP es un biofarmaco mas seguro que la metilprednisolona de

depasito.

* Su mecanismo de accion incluye la regulacién negativa de la inflamacién
(células Thl7 e IL-17) mas no su inhibicibn, como en el caso de la
metilprednisolona de depdsito, permitiendo que el tejido cutaneo se acerque lo

mayor posible a las caracteristicas normales.

» Mejora la arquitectura tisular incluyendo la regeneracién de glandulas sebaceas

y foliculos pilosos sin producir efectos adversos, ni recidivas.

* Mientras no contemos con una guia de tratamiento para la esclerodermia, la
colagena— PVP se propone como una excelente alternativa para los pacientes
con esclerodermia localizada. Este farmaco ya se encuentra incluido en el
cuadro bésico institucional.

* Se logro demostrar que la esclerodermia localizada es una enfermedad en

la que intervienen las células TH17 y Th 22

COMENTARIOS:

* Una de las limitantes del estudio es el no poder contar con una escala clinica ni
histoldgica objetivas, para lograr una evaluacion cuantitativa de la mejoria lo que

impide una evaluacién mas exacta.

« Aln falta corroborar el efecto a distancia de la colagena-PVP, para poder
fundamentar si es necesaria la aplicacion de todas las placas o bien es

suficiente con el hecho de inyectar el farmaco Unicamente en algunas de ellas.



Anexo |
INFORMACION PARA EL PACIENTE Y CONSENTIMIENTO INFORMADO
INTRODUCCION

Aqui se describe el estudio de investigacién y la labor que usted desempefia como
participante en el mismo el doctor. .................... y/o sus colaboradores contestaran todas
las preguntas que usted pudiera tener acerca de este consentimiento y sobre el estudio
en general. Sirvase leerlo cuidadosamente y no dude en hacer todas las preguntas que
tenga sobre la informacién contenida en este documento.

OBJETIVO DEL ESTUDIO

El objetivo de este estudio es evaluar la seguridad, eficacia, tolerancia y la dosis
clinicamente efectiva de la colagena-PVP en pacientes con esclerodermia.

PROCEDIMIENTOS QUE SE SEGUIRAN DURANTE EL ESTUDIO

Usted serd uno de aproximadamente 32 hombres y mujeres de 17 afios o0 mas que
participaran en esta investigacién, la cual durara aproximadamente 37 semanas. El
estudio incluird algunos examenes previos al tratamiento ademas de las 13 y 36 semanas
de tratamiento con el medicamento de estudio. Usted recibird colagena-PVP o
metilprednisolona de depdsito semanalmente. ElI medicamento de estudio sera
administrado por via subcutanea. Durante el estudio debera acudir a 14 visitas al Centro
Dermatolégico Dr. Ladislao de la Pascua.

En su primer consulta, el Dr. ............ y/o sus colaboradores determinara si usted es
elegible para participar con base a su historia médica y los resultados de diversas pruebas
tales como examen fisico, medicién de la presién arterial, frecuencia cardiaca, frecuencia
respiratoria, temperatura oral, peso, intradermorreaccion (respuesta de hipersensibilidad
tardia a la colagena-PVP) y analisis de sangre.

El Dr. yl/o sus colaboradores evaluaran su esclerodermia a fin de determinar si puede
entrar en el estudio.

En su segunda visita, el Dr. ........... y/o sus colaboradores evaluaran su estado de salud.
Como en la primera visita, usted llenara algunos cuestionarios. Si cumple con todos los
requisitos del estudio, podra continuar en el mismo y recibird el tratamiento con el
medicamento de estudio.

Si es elegible para el estudio, recibira una tarjeta de identificacion que indicara que usted
participa en un estudio de investigacion, el nombre y el teléfono de la persona a la que se
debera llamar en caso de emergencia.

En cada visita se le pedird que conteste cuestionarios como en sus primeras dos visitas.
Se le tomaran la presion arterial, la frecuencia cardiaca y el peso. El Dr. ............. ylo sus



colaboradores realizaran un detallado de sus lesiones y evaluara la placa y la repuesta al
medicamento.

Si por alguna razén no puede seguir participando en el estudio, se le hara una consulta
adicional durante la cual se repetirdn los procedimientos y las evaluaciones. Se le tomara
una muestra de sangre y se le hara un examen fisico. Se le preguntara la razon principal
por la que abandona el estudio.

MOLESTIAS Y RIESGOS
Pueden ocurrir otros efectos colaterales que todavia se desconocen.

Como sucede en cualquier tratamiento farmacolégico o biolégico pueden ocurrir
reacciones alérgicas graves que pueden poner en riesgo la vida.

Ademaés de los efectos secundarios potenciales, pueden presentarse ciertas molestias por
las pruebas de sangre, tales como moretones o dolor en el lugar de la toma de la muestra,
0 desmayos por la prueba de sangre en si. La cantidad de sangre total que se extraera
durante todo el tiempo del estudio sera de aproximadamente 20 ml (aproximadamente Y4
de vaso de agua chico, en total). Ademas de tomar una biopsia.

BENEFICIOS DE LA PARTICIPACION

Podré recibir beneficios terapéuticos o directamente sobre la salud al participar en este
estudio. La sociedad también resultar beneficiada con la informacién que se obtenga
sobre la respuesta al medicamento de estudio. Sin embargo, es posible que no obtenga
ningun otro beneficio terapéutico o directamente sobre su salud durante este estudio o
después de concluirlo.

ALTERNATIVAS

Si decide no participar en este estudio, existen otros tratamientos para la esclerodermia,
por ejemplo medicamentos convencionales orales. Su doctor también podréa prescribirle
medicamentos mas potentes que requieran receta médica.

CONFIDENCIALIDAD

La informacién de este estudio se presentara al patrocinador y a las autoridades de Salud
de nuestro pais que la requieran. Los registros médicos que identifican a usted y la forma
de consentimiento que usted firmo seran revisados por el patrocinador y podran ser
inspeccionados por agencias reguladoras gubernamentales y por el Comité de
Investigaciéon Biomédica en Humanos del Hospital. Ya que es necesario revelar la
informacién a estas partes, no puede garantizarse una confidencialidad absoluta. Los
resultados de este estudio podran presentarse en reuniones y publicaciones; sin embargo,
su identidad nunca sera divulgada en tales presentaciones.



NUEVOS HALLAZGOS

Se le informara sobre todos los nuevos hallazgos importantes hechos durante el estudio
que pudieran afectar su voluntad de continuar participando en el mismo.

CONTACTOS

EIDr ..o o la(s) persona(s) que él designo han contestado y contestaran todas
sus preguntas. Si usted tiene preguntas adicionales durante el estudio acerca de la
investigacion o en caso de una lesién relacionada con la investigacion o de cualquier otro
problema, sirvase ponerse en contacto con:

INVESTIGADOR Nombre:
Domicilio:
Teléfono:

No firme esta forma a menos que haya tenido la oportunidad de plantear sus preguntas y
haya recibido respuestas satisfactorias a todas ellas.

PARTICIPACION/RETIRO VOLUNTARIO

Su participacion en este estudio es totalmente voluntaria. Usted puede negarse a
participar o puede interrumpir su participacion en cualquier momento durante el estudio
sin penalidad alguna ni pérdida de beneficios a los que tiene derecho de otro modo. Podra
interrumpir su participacion sin prejuicio alguno de su tratamiento meédico o de su
participacion en estudios futuros en el Centro Dermatolégico Dr. Ladislao de la Pascua.
Ademads, el investigador o el patrocinador pueden dar por terminada su participacién,
independientemente de su consentimiento, si usted requiere un medicamento adicional,
ha violado el protocolo del estudio, ha sufrido una lesién relacionada con el estudio o por
razones administrativas. En el momento en que se interrumpa su participacion en el
estudio, le pediremos, por su propia seguridad, que colabore con los procedimientos de
terminacion, incluyendo examen fisico y de sangre.

CONSENTIMIENTO

Entiendo que recibiré una copia de la forma de consentimiento firmada.

(Firma del paciente y fecha) (Firma del testigo y fecha)
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