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1.-RESUMEN:

Introduccion: Un proceso interesante y poco conocido que se produce en el
injerto cutaneo es la pigmentacion. Todos los injertos son susceptibles a la
hiperpigmentacion, siendo mas evidente en individuos con piel morena. Una
vez que se produce hiperpigmentacion, es dificil de tratar.

Objetivo: Determinar si las células de Langerhans tiene participacion junto
con los melanocitos en la pigmentacién de injertos.

Material y Métodos: Pacientes con quemaduras de 2do grado superficial y
profunda, y 3er grado con una extension del 10 al 25% tratado con excision
temprana y aplicacion de injerto cutaneo. Se realizé toma de biopsia dentro
del dia 15 y 30 posterior a la aplicacion de injerto. Los pacientes se
encontraban hospitalizados en del periodo del 1 marzo al 31 de diciembre de
2011. Se realizd pruebas de inmunoperoxidasa y conteo celular de
melanocitos y células de Langerhans.

Resultados: Se incluyeron 44 pacientes, 34 del sexo masculino y 10 del sexo
femenino. El promedio de edad fue de 29 afios. No se encontré asociacion
con la extensiéon y la profundidad de las quemaduras de los pacientes. Los
pacientes con fototipo cutaneo tipo V presentaron mayor pigmentacion de las
areas injertadas comparado con los otros fototipos. Se encontré que 19
pacientes presentaron hiperpigmentaciéon del injerto. El incremento numérico
de células de Langerhans en el dia 30 posterior a la aplicacién del injerto fue
significativamente mayor en estos pacientes. Existe una mayor expresion de
proteina S100 en las muestras de los pacientes con injertos
hiperpigmentados.

Conclusiones: Las células de Langerhans tienen un incremento numérico en
los pacientes con injertos hiperpigmentados. Los melanocitos y la células de
Langerhans participan en la pigmentacion de los injertos.

Palabras Claves: injerto, pigmentacion, melanocitos, Células de Langerhans,

respuesta inmunogénica.



Immunogenic Response of melanocytes and Langerhans cells in the
hyperpigmented grafted areas

Introduction: An interesting and little-known process that occurs in the skin
graft is the pigmentation. All grafts are susceptible to hyperpigmentation,
being more evident in individuals with dark skin. Once hyperpigmentation
occurs, it is difficult to treat.

Objetive: determine whether Langerhans cells are involved with the
melanocytes in skin grafts pigmentation.

Materials and Methods: Patients with 2" degree superficial and deep burns,
and 3rd degree burns with an area of 10 to 25% treated with early excision
and skin grafting. Biopsy was performed at day 15 and 30 after skin graft
application. Patients were hospitalized in the period from 1 March to 31
December 2011. Immunoperoxidase test was performed and cell count of
melanocytes and Langerhans cells.

Results: We included 44 patients, 34 male and 10 female. The average age
was 29 years. No association with the extent and depth of burns patients.
Patients with type V skin phototype showed increased pigmentation of the
grafted areas compared to other skin types. The increased number of
Langerhans cells at day 30 after application of the graft was significantly
higher in these patients. There is an increased S100 protein expression in
samples from patients with hyperpigmented grafts.

Conclusions: The Langerhans cells have a numerical increase in patients with
hyperpigmented grafts. Melanocytes and Langerhans cells are involved in the
pigmentation of the grafts.

Keywords: graft pigmentation, melanocytes, Langerhans cells, immunogenic

response.



2.-INTRODUCCION

Las quemaduras son lesiones causadas por agentes fisicos, quimicos o
eventualmente biolégicos, que provocan alteraciones que varian desde el
eritema, hasta la destruccion total de las estructuras afectadas. La principal
caracteristica de las lesiones por quemadura es la pérdida de la cubierta
cutanea, ya sea en forma parcial o total. La escision temprana del tejido
quemado, esto es, antes del séptimo dia de evolucion, se ha utilizado en
quemaduras por calor seco, flama y escaldaduras, con reseccién en un solo
tiempo quirdrgico del 15% de la superficie corporal total.

Los injertos de piel se utilizan en una variedad de situaciones clinicas. La
indicacion fundamental para la aplicacién de un injerto de piel se cierre de la
herida. En general, los injertos de espesor total de piel se aplican a las
regiones de la cara, las orejas y las manos. Los injertos de espesor parcial de
piel se colocan generalmente en el tronco y los genitales. Los injertos de piel
suelen ser el tratamiento inicial de eleccién para muchas quemaduras. El
injerto ofrece el método mas simple de cierre de la herida en la escala
reconstructiva. % Los injertos de piel pueden incluir ya sea una porcién de la
dermis o toda la dermis. Cuando un injerto incluye soélo una parte de la
dermis, que se denomina un injerto de piel de espesor parcial. Cuando el
injerto contiene toda la dermis, que se llama un injerto de piel de espesor
total. La importancia de la dermis en el injerto determina tanto la probabilidad
de supervivencia como la contractura. Los injertos de espesor parcial pueden
tolerar menos vascularizacion, pero tienen una mayor cantidad de
contractura. Injertos de espesor total requieren un mejor lecho vascular para
la supervivencia, pero sufren menos contractura. La recuperacion sensorial
del injerto de espesor total es superior a la del injerto de espesor parcial. 3

El grosor de un injerto de espesor parcial es de 0.30 a 0.45 mm (0,012 a
0,018 pulgadas). Después la toma de un injerto de espesor parcial, la zona
donadora por lo general epiteliza espontaneamente. Las células epiteliales
que se encuentran en los foliculos pilosos y glandulas sudoriparas
reepitelizan la zona donadora alrededor de los 7 a 21 dias. *° Los
melanocitos se derivan de las células de la cresta neural y llegan a la

epidermis en la octava semana de vida intrauterina. En el quinto mes, los



melanocitos comienzan a producir melanosomas y luego transferir la
melanina a la queratinocitos. Los melanocitos residen en la capa basal de la
epidermis, en una proporcién de 1 melanocito por cada 10 queratinocitos. La
principal funcién del melanocito es la produccién de vesiculas llamadas
melanosomas que contienen melanina. Estas vesiculas migran hacia las
puntas de las dendritas de los melanocitos que son fagocitados por los
queratinocitos circundantes. Hay dos tipos de melanina: la eumelanina, que
tiene un caracteristico color marrén o negro, y la feomelanina, que representa
los colores mas claros como el rubio o rojizo. La cantidad de melanina es
mayor en la cara en comparacién con el tronco. La funcién principal de la
melanina es proteger la piel contra los efectos nocivos de la luz solar.
También hay alguna evidencia de que la melanina actua como un
neutralizador de radicales libres de oxigeno.® Estudios experimentales en
injertos cutdneos con preparaciones histoquimicas han encontrado la
presencia de melanocitos en los injertos cutaneos alrededor del dia 13 en
promedio. Los primeros melanocitos dendriticos son observados en la
membrana basal a los 30 dias, asi como el desarrollo de melanosomas y
organelas, observandose primariamente en el citoplasma. * Los cambios
ultraestructurales en los melanocitos, en los injertos cutaneos, son proceso
de degradacién y regeneracién en los melanosomas y el espacio extracelular
que rodea al melanocito. Debido a la disminucion del aporte sanguineo
después de realizarse el injerto cutdaneo los melanocitos no producen
melanosomas en las primeras 48 hr. El incremento numerico en los
melanocitos se observa entre los 7 a 14 dias post-injerto, observandose
melanosomas y premelanosomas en varios estadios de desarrollo. °

La acumulacion de melanosomas en el melanocito quizas dependa del
transitorio edema extracelular, y sea ésta condicion la que interfiera en el
paso de los melanosomas hacia los queratinocitos. A final del doceavo mes el
edema extracelular decrece y la actividad de los melanocitos en los injertos
hiperpigmentados varia desde relativa hasta inactiva. Esto puede deberse a
disminucién en el grado de transferencia de los melanosomas o a la
disminucion en la sintesis. ® Una posible explicacion del proceso bioldgico de

la célula es el control que ejerce el queratinocito en la sintesis de



melanosomas. El grado de pigmentacion no solo se debe a los cambios
cuantitativos de los melanosomas, ademas intervine la distribucion, la
degradacion y el tamano de los melanosomas dentro de los melanocitos.
Recientes estudios han demostrado que los melanosomas se transfieren a
los queratinocitos por un proceso altamente especializado de fagocitosis.
También se ha demostrado que el queratinocito puede fagocitar otras
sustancias como la ferritina. Los melanosomas dentro de los queratinocitos
se disponen como complejos simples o agregados. Estos melanosomas
exhiben propiedades lisosomicas e hidroliticas. La propiedad hidrolitica tiene
influencia en la degradacion del melanosoma después de la descarga de éste
hacia los queratinocitos. ’ La epidermis varia en espesor de 0,04 mm en el
parpado a 1,6 mm en las palmas. Se compone de cuatro celdas distintas: la
de queratinocitos, los melanocitos, las células de Merkel, y las células de
Langerhans. Las células de Langerhans es una célula especializada que se
encuentra en las capas intermedias de la epidermis. Las células de
Langerhans proporciona las caracteristicas inmunes de la piel y juega un
papel importante en la dermatitis de contacto, el rechazo del injerto, y la
vigilancia de la neoplasia.

Las Células de Langerhans (CL) se localizan en las capas basales y
suprabasales de la epidermis y representan Ila principal barrera
hematopoyética del medio ambiente externo. Son indistinguibles por
procedimientos histolégicos convencionales; sin embargo, la expresion de
moléculas de superficie asociadas con su funcion de célula presentadora de
antigeno permite su identificacibn mediante el uso de procedimientos
histoquimicos e inmunocitoquimicos. *1°

Las CL se originan de precursores de la médula 6sea con fenotipo CD34+ las
cuales maduran y se diferencian en células dendriticas y células de
Langerhans CD1 al cultivarse en presencia de citocinas como el GM-CSF,
TNFa e 1L-4.35. Las CL son las encargadas de la captacion, procesamiento y
presentacion de antigenos a los linfocitos en los ganglios linfaticos locales.
Su densidad y funcién en la piel varian en condiciones normales, de acuerdo
con la edad, el area anatdmica, la exposicién solar y se encuentran alteradas

en diversas enfermedades de la piel. Una caracteristica especifica de esta
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estirpe celular son los granulos de Birbeck, que son organelos citoplasmicos
provenientes de la membrana celular, con funciones de transporte
intracelular. Ademas, las CL son las unicas células epidérmicas que tienen
receptores a Fc y C3b, expresan antigenos MHC-Il y pueden inducir la
respuesta proliferativa de los linfocitos T, comparable a la de los macréfagos.
Se ha demostrado que los alergenos aplicados en la piel se acumulan
preferentemente en estas células. Ademas, forman una red casi continua que
les permite captar los antigenos que penetran en la piel. Aunque representan
menos de 1% de la poblacion celular, con sus largas prolongaciones ocupan
hasta 25% de la superficie de la epidermis.

Durante la respuesta inmunitaria, las CL pueden generar tres tipos de
sefales, asociadas con los siguientes factores: - La captura, el
procesamiento y la asociacion con moléculas del complejo principal falta
referencia bde histocompatibilidad (MHC-II). - La presentacion antigénica:
moléculas de adhesion y coestimulacién. - La inmunidad local, como la
migracion y el anidamiento, con la consecuente produccion de citocinas,
quimiocinas y receptores para componentes de la matriz extracelular. 12

La densidad de poblacién de las células de Langerhans varia con respecto a
la region anatémica: en la cabeza, la cara, el cuello y las extremidades es de
600 a 1,000 por mm2, mientras que en las palmas, las plantas, la regién
anogenital y la mucosa oral es de s6lo 200 por mm2. La determinacién de la
piel como 6rgano inmunocompetente responsable de la inmunovigilancia en
los tejidos normales, se describié como un complejo de células existentes en
la piel normal. Es una unidad inmunoldgica relacionada con un érgano con
funciones protectoras y efectoras. Este sistema se compone de elementos
estaticos, formado por las células que son parte anatomica de la estructura
de la piel, entre las que se encuentran los queratinocitos, los melanocitos, los
fibroblastos y las células endoteliales, las cuales proporcionan la base de las
reacciones inmunitarias y producen citocinas proinflamatorias. Los elementos
dinamicos, como los leucocitos, y las células presentadoras de antigeno (las
células de Langerhans, las dendriticas, los macréfagos vy los linfocitos T) que

tienen un tiempo limitado de permanencia en la piel. '
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El mecanismo de respuesta inmunitaria se dividen en innata y adaptativa. La
inmunidad innata, también conocida como natural, es la proteccion con la que
nacemos, se considera la primera linea de defensa y estd compuesta por
células que reaccionan inespecificamente contra ciertos agresores, e incluye
barreras naturales como la piel y las mucosas. Este tipo de respuestas
carece de memoria inmunolégica y entre las células de la epidermis
(queratinocitos, células de Langerhans, melanocitos, linfocitos Ty NK). '1°
Los componentes de la inmunidad adaptativa de la piel son una serie de
mecanismos antigeno-especificos realizados por varios componentes
celulares de la epidermis y la dermis, también utilizados por el sistema
inmunitario en otros érganos y sistemas, y cuyas caracteristicas clave son la
especificidad y la memoria. '

En anos recientes la inmunohistoquimica se ha convertido en una importante
herramienta para el diagndstico histopatolégico. Segun el sitio de
localizacion, la inmunomarcaciéon de antigenos celulares puede presentarse
en la membrana, el ntcleo o el citoplasma. '

En las técnicas de inmunoperoxidasa se utilizan como marcadores enzimas
capaces de hacer cambiar de color un sustrato incoloro. Por ejemplo, las
enzimas mas frecuentemente utilizadas son peroxidasa y fosfatasa alcalina y
los sustratos diaminobenzidina (color pardo), aminoetilcarbazol (color rojo) y
nitroazul de tetrazolio (color azul). Estos marcadores pueden unirse
(conjugarse) directamene al anticuerpo primario o bien indirectamente
mediante otros anticuerpos (secundarios) o sustancias como biotina o
proteina S100." Las técnicas inmunohistoquimicas enzimaticas permite una
localizacion mas precisa de las reacciones, ya que la tincion es permanente,
estable, puede contrastarse y puede ser evaluada con microscopio de luz. El
material asi estudiado puede archivarse por afios sin pérdida de la intensidad
de la reaccidon. Los anticuerpos monoclonales ha permitido aumentar la

especificidad, sensibilidad y gama de esta técnica.?
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3.- PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los pacientes quemados que han sido injertados, presentan varias secuelas,
una de las mas importantes es la hiperpigmentacion que afecta la imagen
corporal, con deterioro de su confianza, seguridad y autoestima.

Se estima que el 2-3% de la poblacion sufre quemaduras en alguna etapa de
su vida y cerca del 50% requiere de tratamiento en una unidad de quemados.
En la Unidad de quemados del HTFVN del IMSS, se egresan 500 paciente
por afno; el 60% requiere la aplicacion de autoinjertos cutaneos. Se ha
encontrando que la mayoria desarrolla hiperpigmentacién en las areas
injertadas.

Se carece de estudios e investigaciones para conocer durante la integracion
del injerto, el papel que desempefian los melanocitos y las células de
Langerhans en la respuesta inmunogénica, dando como resultado la
pigmentacién del injerto, que dificilmente se podran tratar en el seguimiento
del paciente una vez que se ha recuperado de las quemaduras. Figura 1

3.1- JUSTIFICACION

En la Literatura Médica No hay reportes de estudios de la respuesta
inmunoldgica del los melanocitos y las Células de Langerhans en las zonas
injertadas de los pacientes quemados; de demostrar que la respuesta
inmunogénica de los melanocitos, esta relacionada a la hiperpigmentacién de
los injertos; se podra utilizar una terapia monoclonal, que prevenga o trate
esta secuela. Este estudio es factible, ya que se cuenta con la poblacién de
estudio, el espacio fisico, la factibilidad del procesamiento de las biopsias y
los estudios de inmunohistoquimica con el apoyo del servicio de Anatomia
Patologia de esta UMAE.

3.2.- En base a lo anterior, surgen las siguientes preguntas de investigacion
¢Esta relacionada la respuesta inmunogénica con la pigmentaciéon de
los injertos cutaneos de los pacientes quemados?

¢ Cual es el participacion los melanocitos y células de Langerhans en la

pigmentacion de los injertos cutaneos?
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4.- HIPOTESIS
En el 70% de los injertos cutaneos aplicados a paciente con quemaduras se
pigmentan, por la actividad de los melanocitos y las células de Langerhans

exacerbada por accién inmunogénica, con un alfa 0.05, una beta de 0.20.

5.- OBJETIVOS

5.1.-OBJETIVO GENERAL

Determinar si las células de Langerhans tiene participacién junto con los
melanocitos en la pigmentacién de injertos los pacientes quemados.
5.2.-OBJETIVOS ESPECIFICOS

Cuantificar a través de los estudios inmunohistoquimicos enzimaticos la
distribucion de las células de Langerhans y los melanocitos de las areas
injertadas.

Cuantificar a través de los estudios con inmunoperoxidasa los anticuerpos
relacionados con las células de Langerhans y los melanocitos en las areas

injertadas.

6.- METODOLOGIA
6.1.-Diseno de estudio: Prospectivo, observacional, descriptivo.
6.2.-Lugar del estudio: Unidad de Quemados del Hospital de Traumatologia
Dr. Victorio de la Fuente Narvaez.
6.3.-Poblacion de estudio: Pacientes con quemaduras de 2do grado
superficial y profunda y 3er grado con una extensién del 10 al 25% dentro del
dia 15 y 30 posterior a la aplicacion de injerto.
6.4.-Periodo: 1 marzo al 31 de diciembre de 2011
6.5.-Criterios de inclusiéon que hayan sido injertados y que cumplan con
los siguientes criterios.

* Pacientes que acepten participar con capacidad de decision autébnoma

y que firmen la carta de consentimiento informado

* Pacientes con edad entre 18 a 40 anos.

* Quemaduras producidas por liquidos calientes y flama.

* Quemaduras de Il grado profundo y superficial y 11l grado.

* Quemaduras localizadas en cara, tronco y extremidades.

14



* Quemaduras en una extension del 10% al 25% de la superficie corporal
* Sin comorbilidad
6.6.-Criterios de exclusién

* Mujeres embarazadas.

* Pacientes con quemaduras no recientes o tratadas en forma previa
con tratamiento tépico que incluya antibidticos y factores de
crecimiento.

* Pacientes con enfermedades hematoldgicas o con inmunocompromiso.

6.7.- Criterios de eliminacion

* Que el paciente o sus familiares rechacen participar en el estudio.

* Que abandonen el seguimiento.

Nota: Estos pacientes seran tomados como pérdidas y se analizaran por
separado, determinando de esta manera si este grupo era diferente al resto
de la muestra.
6.7.- Tamano de la muestra
En la Unidad de quemados del HTFVN del IMSS, se egresan 500 paciente
por ano; el 60% requiere la aplicacion de autoinjertos cutaneos.
Aproximadamente un 30% de los pacientes injertados se encuentra dentro del
grupo con los criterios de inclusién y representa un numero de 105 pacientes
al afio"?. Para determinar el tamafio de la muestra se utilizé la siguiente
férmula: N= Z%pq

NE?+Z%pq
Donde:

es el tamano de la muestra;

S

es el nivel de confianza con un valor de 1.96
es la variabilidad positiva con valor de 0.5

es la variabilidad negativa con valor de 0.5

> Q T N

es el tamafno de la poblacién con un valor de 105

es la precision o el error con valor 5%

Para calcular Z se utilizo la tabla de distribucion normal estandar

El resultado obtenido para realizar el estudio fue un tamafo de muestra de 43

pacientes.
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6.8.-Formacién de grupo de estudio

Los pacientes que cumplan con los criterios de inclusién y que ingresen a la
Unidad de Quemados del Hospital de Traumatologia Dr. Victorio de la Fuente
Narvaez, en el periodo de 01 de marzo al 31 diciembre de 2011, seran
integrados previa autorizacion y consentimiento informado.

6.8.-Descripcion de la maniobra de estudio

6.9.1.- Evaluacion clinica: un médico previamente capacitado en la
evaluacion de los pacientes y en el llenado de la hoja de recoleccién de datos
realizara la evaluacion clinica para determinar la pigmentacion de los injertos,
el fototipo, el tiempo de evolucion, y las fechas en que se tomen las biopsias
6.9.2.- Procedimiento quiruargico inicial: Los pacientes seran sometidos a
escision temprana del tejido quemado dentro de las primeras 72 hrs. Las
heridas resultantes seran cubiertas con injertos de espesor parcial.

6.9.3.- Toma de biopsia: Después que el paciente sea operado, para evaluar
las células de Langerhans y los melanocitos en los injertos se realizara la
toma de biopsia del area injertada, bajo tecnica quirugica estéril el dia 15y 30
de evolucion.

6.9.4.- Analisis de inmunohistoquimica: El estudio sera realizado a partir
de muestras de biopsias incluidas en bloques de parafina, los cortes de 5 ym
seran desparafinados y rehidratados en escala descendiente de etanol hasta
agua destilada. Aquellos cortes que posean una intensa pigmentacion seran
sometidos a un blanqueamiento de melanina en una solucién de
permanganato de potasio al 0.05%, durante 1 a 2 horas y luego revelados en
una solucion de acido oxalico al 0.1% hasta la desaparicion del color.

La inmunohistoquimica se realizara utilizando el Kit Universal LSAB
Peroxidase, de acuerdo a las recomendaciones técnicas correspondientes.
Ademas se utilizara una tincion cruzada para los melanocitos posterior al
preparado con inmunoperoxidasa.

6.9.7.- Evaluacién de la maniobra: Dos Médicos Patdlogos expertos
encargados de la manipulacion y la preparacion de las muestras analizaran la
distribucion y porcentaje de inmunoreactividad de los melanocitos y las
células de Langerhans seran evaluada en un microscopio 6ptico, utilizando

una escala semicuantitativa basada en la coloracion, mientras que las
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fotografias seran obtenidas a través de un sistema digital de captura de
imagenes, que permitira el registro y presentacion de resultados.
6.9.8.-Insumo de investigacion: Las muestras de tejido seran obtenidos del
mismo paciente. El equipamiento y los reactivos necesarios para su
procesamiento, asi como las tinciones y los reactivos de inmunoperoxidasa
seran proporcionadas por el laboratorio de Anatomia Patoldgica del Hospital.
El material de curacion, los instrumentos y aparatos de toma de biopsia, son

insumos y materiales que se utilizan en el servicio.

7.- VARIABLES
* Independiente:
Aplicacion de injerto cutaneo.
* Dependiente:
Respuesta inmunogénica
* Otras variables de estudio:
Extension, profundidad, edad, sexo, fototipo cutaneo.
7.1.-DEFINICION DE VARIABLES
Variable Independiente:
* Aplicacion del injerto cutaneo:
Definicién conceptual: Es un procedimiento quirurgico para trasladar piel de
una parte del cuerpo a otra, sin llevar su propio riego sanguineo con él.
Definicion operacional: Los pacientes seran sometidos a escision temprana
del tejido quemado, las heridas resultantes seran cubiertas con injertos
cutaneos autélogos de espesor parcial.
Variable Dependiente:
* Respuesta inmunogénica:
Definicion conceptual: Capacidad de inducir una respuesta inmune
especifica, humoral y/o celular
Definicion operacional: Representada por el numero de las células de
Langerhans y melanocitos en cortes de las biopsias de las areas injertadas.
Otras Variables de estudio:

e Extension
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Definiciéon conceptual: es calculada como el porcentaje de la
superficie corporal total; dividiendo al cuerpo en areas de tamano
constante, tomando en cuenta la edad y desarrollo del individuo. La
tabla de calculo mas conocida para la extension es la de "Pulansky-
Tennison" o regla de los "nueve", dividiendo las areas corporales en
multiplos de nueve para dar un total de 100% a la superficie corporal,
utilizandola preferentemente para el adulto.

Definicion Operacional: En el presente estudio se refiere a la amplitud
de la afeccion corporal comprendida entre el 15 y 25% de superficie
corporal.

Escala de Medicién: se medira en porcentaje de acuerdo al esquema
de Tenninson- Pulansky (Regla de los 9).

Tipo de Variable: numérica

Profundidad

Definiciéon Conceptual: Nivel de lesion de una quemadura segun la
piel y tejidos comprometidos.

Definicion Operacional: En el presente estudio se considera como 2°
grado profundo (lesidon de epidermis, dermis papilar y reticular), con
caracteristicas de color rojo perlado, no exudativas, sin flictenas, de 3er
grado (lesion de epidermis, dermis, tejido celular subcutaneo, arterias,
nervios y hueso) con caracteristicas de color blanquecino, presencia de
vasos trombosados.

Escala de Medicion: presencia o ausencia de quemaduras de 2°
grado profundo y 3er grado.

Tipo de Variable: nominal

Edad

Definicion Conceptual: Tiempo transcurrido desde el nacimiento de
un ser vivo

Definicion Operacional: En el presente estudio se valora en anos
cumplidos

Escala de Medicién: afios

Tipo de Variable: numérica

Sexo
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Definicion Conceptual: Conjunto de caracteristicas genéticas y
anatémicas que diferencian a un hombre y a una mujer

Definicion Operacional: En el presente estudio se valora en Hombre o
Mujer

Escala de Mediciéon: Hombre, Mujer

Tipo de Variable: nominal

Fototipo cutaneo

Definicion Conceptual: es |la capacidad de la piel para asimilar la
radiacion solar. Su clasificacion oscila entre | 'y VI.

Fototipo |.—Personas de piel muy blanca, con pecas, generalmente
pelirrojos, con una piel que presenta intensas quemaduras solares y
casi nunca se pigmentan.

Fototipo Il.—Personas de piel blanca, en general de cabellos rubios,
con una piel que presenta severas quemaduras solares y se pigmenta
ligeramente.

Fototipo Ill.— Personas de piel blanca, en general de cabellos claros,
con una piel que presenta moderadas quemaduras solares vy
pigmentacion.

Fototipo IV.— Personas de piel morena, en general de cabellos
oscuros, con una piel que presenta minimas quemaduras solares y con
facilidad se pigmentan.

Fototipo V.— Personas de piel amarronada, en general de cabellos
oscuros, con una piel que presenta raramente quemaduras solares y
con facilidad e intensidad se pigmentan.

Fototipo VI.— Personas de piel negra, cabellos oscuros, con una piel
que no presenta quemaduras solares y con intensidad se pigmentan.
Definicion Operacional: En el presente estudio se consideran los
fototipos cutaneos lll al V

Escala de Medicion: se medira de acuerdo a la escala del fototipo
cutaneo

Tipo de Variable: nominal
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8.- PLAN PARA LA RECOLECCION DE LA INFORMACION

Los datos seran anotados en hoja de recoleccion de la informacion. Los datos
obtenidos de las muestras posterior a la tincion seran capturados en hojas de
calculo Excel para posteriormente aplicar las pruebas estadisticas. La
informacion obtenida se vaciara a una base de datos computarizada para su

analisis.

HOJA DE RECOLECCION DE LA INFORMACION

Folio
Nombre: Afiliacion:
Sexo: ( )

I. Hombre
Il. Mujer

Edad: ( ) afios
Extension:

I. 10%
. 15%
. 20%
V. 25%

Profundidad: ( )

I. 2° grado superficial
Il. 2° grado profundo
Il 3° grado

Fototipo cutaneo: ( )

I. Piel blanca lechosa
Il. Piel blanca

lll. Piel morena clara
V. Piel morena

V. Piel amarronada
VL. Piel negra

9.- PLAN DE ANALISIS

9.1.- Descriptivo: Los datos obtenidos se describiran por medio de
frecuencias simples, proporciones y medidas de tendencia central vy
dispersion (promedio y desviacién estandar) de las variables a medir. Se
presentaran los datos que muestren la distribucion de la coloracion
inmunoreactividad de las células de Langerhans y los melanocitos en los
injertos. El impacto obtenido se presentara por medio de una tabla de salida.
9.2.- Analitico: Para determinar la significancia estadistica en las variables
cuantitativas, se utilizo t student; para las variables cualitativas, la X2 y se

realizo una correlacion entre variables empleando el software SPSS 20.

10.- ASPECTOS ETICOS Y LEGALES
10.1.- Consentimiento por el Paciente: El grupo de investigadores
explicaran la naturaleza del estudio al paciente. El paciente y sus familiares

recibiran una hoja de informaciéon (consentimiento informado) para que la
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pueda leer con cuidado antes de aceptar su participacion en el estudio. El
Consentimiento Informado sera revisado, firmado y fechado por el paciente y
sus familiares, y sera contra-firmado al mismo tiempo por el Investigador. Una
copia de la declaracion sera proporcionada al paciente, otra anexada al
expediente y el original sera mantenido en un archivo.

10.2.- Confidencialidad del paciente: Todos los reportes y comunicaciones
relacionadas con los pacientes en el estudio se identificaran unicamente por
sus iniciales y por el numero de estudio del paciente. El material fotografico
sera tomado con la autorizacion del paciente y sus familiares; no se tomaran
las caras o estructuras anatomicas peculiares que permitan identificar a la
persona, respetando su confidencialidad.

10.2.- Aspectos legales: El presente trabajo de investigacidon se llevara a
cabo en pacientes mexicanos, la cual se realizara en base al reglamento de
la Ley General de Salud en relacion en materia de investigacion para la
salud, que se encuentra en vigencia actualmente en el territorio de los
Estados Unidos Mexicanos.

Titulo segundo: De los Aspectos Eticos de la Investigacién en Seres
Humanos, capitulo 1, Disposiciones generales. En los articulos 13 al 27.
Titulo tercero: De la Investigacion de Nuevos Recursos Profilacticos, de
Diagnésticos, Terapéuticos, y de Rehabilitacion. Capitulo I: Disposiciones
comunes, contenido en los articulos 61 al 64. Capitulo Ill: De la Investigacién
de Otros Nuevos Recursos, contenido en los articulos 72 al 74.

Titulo Sexto: De la Ejecucion de la Investigacién en las Instituciones de
Atencidn a la Salud. Capitulo unico, contenido en los articulos 113 al 120.
10.3.- Aspectos éticos: La presente investigacion esta basada en los
principios éticos de la declaracion de Helsinki y de las modificaciones y
agregados que se realizaron en las asambleas médicas en Tokio Japén,
Venecia Italia, Hong Kong, Edimburgo Escocia. En /la unidad de
quemados, la toma de cultivos biopsias, para determinar la profundidad de la
lesion, la presencia de respuesta inflamatoria y la cuantificacion de bacterias;
un fragmento de esta biopsia sera utilizado para el analisis
inmunohistoquimico del presente estudio, el cual se llevara a cabo en el

Departamento de Anatomia Patologica de este Hospital.
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10.4.- Hoja de consentimiento informado (se anexa hoja con formato

institucional):

-~
INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL
SEGURIDAD ¥ SOLIDARIDAD SOCIAL

INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL
UNIDAD DE EDUCACION, INVESTIGACION
Y POLITICAS DE SALUD
COORDINACION DE INVESTIGACION EN SALUD

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPACION PROTOCOLO

Nombre gl estudio: dslos en areas Injertadas hipsrpigmentadas
Lugar y fecha: Hospital d2 Traumatologia “Viciorio de a Fuente Narvaez” México D.F.

NOmero ge reglstro:

Justificacion y cbjetvo del estudio: He ko Informago en forma ampia, sencllia y comprensibie, acerca de mi padecmiento

que consiste en herdas (dreas Cruentas) SECUNdanas 3 QUEMACUras ratadas mediants
Injertos wraneos ¥ en pieno conocimiento deciaro que estoy de annemo en participar en
el T30
on areas ln]mauu hiperpigmentadas”.

En 13 unidad de quemados, se realiza en forma rutinara, |a toma de muestras (culivos
blopsias), para determinar i profundidad de 13 lesion, 13 presencia de Inflamacion y de
bacterias; un fragmento Oe esia MUSSia serd UBIZAdD Para PrUEbas especiales
(Inmunohistoquimica).

El odjetivo del estudio es determinar sl 1as células (melanocitos y células de Langemans)
preceniec c0n s recponsables de [ cokiackon (perTigentackin) de 126 heridas
(areas Injeriadas) de 05 pacientes quemados. De JeMOSITar Que |3 respusstas de ias
calulas esta relacionada con a coloracion de Ios Injertos; se podra uTilzar un tratamiento
(terapia monocional) en forma posterior.

Procedimientos: Un fragmen 12 unidad ge sera
utiizado paa e Zwlsl‘s hbbqulmlw dei presente estudo,

Posbles nesgos y molestas: EN 121300 3 £81E ESIUI0 N0 SXISIEN N1E5g0% 30/A0N3I, Y3 GUE COMO 8 Me Na EXPICado,
2 fomara un fragmento del CURNO-DIOPSIA para & estudio, NO Implica un riesgo o
complicacion posterior en mi evolucion x recuperacion de 1as herdas.

Posbles beneficios que recibira al paricipar 1 13 a 1a coloracion

en &l estudo: (Nperpigmentacion) oe los m]ems se poaru utizar uns. wamlmm que prevenga o frate
esta secuela

Privacidad y confidencialdad: ALOMZO para que durante el estudio, sean 1omMados Matenal 10I0granco y VIGE0, con Mes

de seguimiento clinico, de presentacion en foros MEdicOs y de pudlicacion. Se me ha
Informado que en este matertal no tene ﬂnee e l0gros ECONOMICOS  quE N0 3parecerd
mil cara 0 aiguna regon anatomica que pemita Kentficarme y que se mantendra mi
derecho de confidencial
Tamolen he sido Imom\aoo que puedo abstenerme de participar en este estudio y que
50y libre de retirar mi consentimiento de participar en & en cualquier momento, sin
deterioro 0e |3 Atencion Médica.

Acepto participar en el trabajo de Investigacion y AUTONZo €N forma PIEna Para QUE Me Taten GE aCUE0 3l Profocolo 0 Esuan.

En caso de dudas 0 aclaraciones relacionadas con el estudio podra dingirse a:

Investigador Responsale: Dr. Femando Lujan Olvar
Colaboragores: Dr. Maro Ayala Zavaa

Dra. Jazmin de Anda Gonzalez

Dr. Felipe de Jesls Pefla Hemandez
EN CASO DE ALGUNA DUDA RELACIONADA CON EL ESTUDIO YO PODRE SER ATENDIDO A CUALQUIER HORA EN EL
HOSPITAL AL TELEFONO (55) 57473500. LOS COLABORADORES, ESTARAN DISPONIBLES PARA ATENDER MI LLAMADA.

Nombre y firma del sujeto Nombre y firma de quien cbtiene el consentimiento
Testigo 1 Testigo 2
Nombre, Greccion, reiacion y fma Nombre, dreccicn, reiacion y ima
Este formato constituye Una gula que debera completarse de acuerdo con I3 caracteristicas proplas de cada protocolo de INvestigacion,
S omitr Informacion relevants del estudio
Clave: 2810-009-013

12.- RESULTADOS

Se incluyeron 44 pacientes, 34 del sexo masculino y 10 del sexo femenino. El
promedio de edad fue de 29 afios. Figura 2. En relacion a la extension de las
quemaduras en la superficie corporal, 22 pacientes presentaron una
extension del 10%, 8 pacientes una extension del 15%, 14 pacientes una
extension de un 20% y 10 pacientes una extension de un 25%. En relacion a
la profundidad de las quemaduras, 24 paciente presentaron quemaduras
segundo grado superficiales, 10 pacientes con quemaduras de segundo
grado profundas, 8 pacientes con quemaduras de segundo grado
superficiales y profundas, y 2 pacientes con quemaduras de tercer grado. En
relacion al fototipo cutaneo, 10 pacientes presentaron fototipo Ill, 28

pacientes con fototipo IV, y 6 pacientes con fototipo V.
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El seguimiento promedio fue de 45 dias para cada paciente tomando
muestras para estudio histopatolégico los dias 15 y 30 posterior a la
aplicacion del injerto cutaneo. Todos los paciente completaron el
seguimiento. No se presentaron complicaciones con la toma de biopsia.

No se encontré asociacion con la extensién y la profundidad de las
quemaduras de los pacientes.

Los pacientes con fototipo cutaneo tipo V presentaron mayor pigmentacion de
las areas injertadas comparado con los otros fototipos.

En relacién a la pigmentacién de los injertos cutaneos 19 pacientes
presentaron una hiperpigmentacion comparada al area receptora y se
encontraron los siguientes resultados respecto al conteo de melanocitos, en
el dia 15 fue un promedio de 2.04 células/mm?®, y en el dia 30 fue un
promedio de 2.97 células/mm®. Respecto al conteo de Células de
Langerhans, en el dia 15 fue un promedio de 1.75 células/mm?, y en el dia 30
fue un promedio de 2.01 células/mm?®. Figura 3

En 25 pacientes presentaron una pigmentacion similar del area receptora, se
encontraron los siguientes resultados respecto al conteo de melanocitos en el
dia 15 fue un promedio de 0.89 células/mm?®, y en el dia 30 fue un promedio
de 1.01 células/mm?®. Respecto al conteo de células de Langerhans en el dia
15 fue un promedio de 0.75, y en el dia 30 fue un promedio de 0.80.

La diferencia en promedio de melanocitos entre ambos grupos para el dia 15
es de 1.15, con una p=0.03 significativa; y en el dia 30 es de 1.96, con una
p=0.01 significativa. Figura 4

La diferencia en promedio de células de Langerhans entre ambos grupos
para el dia 15 es de 1, con una p=0.03 significativa; y en el dia 30 es de 1.21,
con una p=0.01 significativa.

En las muestras del grupo de pacientes con hiperpigmentacion de los injertos
cutaneos se encontré una mayor expresion de la proteina S100 en un 95%
comparado con un 32% de expresion en el grupo de pacientes con injertos

normopigmentados.
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13.- ANALISIS

El incremento numérico de melanocitos fué mayor posterior a los 15 dias,
siendo mas significativo a los 30 dias con un promedio de 2.97 células por
mm? en el grupo de pacientes con injertos hiperpigmentados y una diferencia
de 1.96 con respecto al grupo de pacientes con normopigmentacion.
Respecto a las células de Langerhans el incremento numérico de células de
Langerhans fué discretamente mayor posterior a los 30 dias con un promedio
de 2.01 células por mm?® en el grupo con injertos hiperpigmentados y una
diferencia de 1.21 con respecto al grupo con normopigmentacion. Estos
resultados son significativos para nuestro estudio confirmando la participacion
de las células de Langerhans en la fisiologia de los injertos cutaneos.

Existe una mayor expresiéon de la proteina S100 en los pacientes con
hiperpigmentacion de los injertos. Si bien la proteina S100 no es un marcador
especifico, es conocida su participacion en los proceso inflamatorios y resulta

relevante su expresion en los melanocitos. Figuras 5y 6

14.- CONCLUSIONES

Estudios previos han demostrado la migracion de los melanocitos a las areas
injertadas alrededor del dia 7 a 14 >°. Es notable el incremento del niimero
de melanocitos dentro de los primeros 30 dias posterior al colocarse el
injerto, observaciones previas de Tsukada, extienden este periodo hasta los
90 dias.

Nuestros hallazgos se corroboran con investigaciones previas donde se
encuentran un incremento en el numero de melanocitos de manera
secuencial. Hemos aportado la observacion, que las células de Langerhans
tienen un mayor incremento posterior a los 30 dias.

Existe la tendencia actual de que los melanocitos y la células de Langerhans
no tienen solo una relaciéon de vecindad anatdmica, si no que participan en
coordinacion para mantener la homeostasis de la piel.

Es factible avanzar las investigaciones hacia la parte molecular, para
determinar la participacion de receptores, mediadores y ligandos en la

interaccion celular.
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Se debe extender el periodo de seguimiento para conocer los cambios

celulares a largo plazo, esto permitira conocer la fisiologia celular y su

expresion molecular.
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Areas Injertadas
Pigmentadas

Figura 1 Paciente con pigmentacion de injertos en cara. (Dr. Felipe Pefia
Hernandez, con Autorizacion)



Figura 2 Distribucion de pacientes por sexo y edad, en rojo pacientes del
sexo femenino, en azul pacientes del sexo masculino.



Figura 3 En barras color violeta promedio de melanocitos en pacientes con
hiperpigmentacion al area receptora los dias 15 y 30. En barras color naranja
promedio de células de Langerhans en pacientes con hiperpigmentacion al
area receptora los dias 15y 30.

I5 dias 30 dias |5 dias 30 dias

Figura 4 En barras color violeta promedio de melanocitos en pacientes con
pigmentacion similar al area receptora los dias 15 y 30. En barras color
naranja promedio de células de Langerhans en pacientes con pigmentacion
similar al area receptora los dias 15y 30.



Figura 5 incremento en numero de melanocitos y celulas de Langerhans en
muestras de paciente con hiperpigmentacion del injerto (Muestra en tincién
cruzada Inmunoperoxidasa, Melanina)



Melanocitos

Figura 6 Incremento en el numero de melanocitos en muestra de pacientes
con hiperpigmentacion del injerto (Muestra en tincion cruzada H&E, Melanina)
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