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Resumen

I. RESUMEN

Las quemaduras, hoy en dia constituyen uno de los accidentes mas frecuentes y graves en nuestro pais; los pacientes requieren de atencion
especializada, rehabilitacion y en algunos casos de reconstruccién tisular. Sus secuelas, como es el caso de la cicatriz hipertréfica
posquemadura pueden causar graves deformidades y limitaciones funcionales. “La cicatriz hipertroéfica”, es una patologia que se caracteriza
por presentar un dafio en la dermis profunda, combinado con una alteracién en la expresion de los factores que conllevan a la cicatrizacion
debida a la presencia del proceso inflamatorio crénico y a la existencia de una sintesis desproporcionalmente incrementada de coldgena,
ademads de presentar un aumento en la contraccidn o en la retraccion cicatrizal. Dado lo anterior, gran parte de la investigacion en salud se
ha enfocado en el mejoramiento de los procesos de reparacién, asi como en evitar la formacién de secuelas fibrosas y en favorecer la
resolucion de patologias fibrosantes dérmicas como la cicatriz hipertréfica. Estd bien documentado que algunas citocinas llamadas
profibréticas y/ 6 proinflamatorias como la Interleucina 1 beta (IL-1B), el Factor de Necrosis Tumoral alfa (TNF-a), el Factor de Crecimiento
Derivado de Plaquetas (PDGF), el Factor de Crecimiento Fibroblastico (FGF) y el Factor de Crecimiento Transformante beta (TGF-B) pueden
estimular 6 disminuir la produccion de tejido conjuntivo dependiendo de la concentracidn y el tipo celular, asi como de sus interacciones
tisulares. Estos mediadores solubles inciden directamente sobre el fibroblasto promoviendo su proliferacidn. Estas citocinas son producidas
en la piel, principalmente por macréfagos activados, pero también por otros tipos celulares como linfocitos activados, células endoteliales,
queratinocitos, células del Langerhans y los mismos fibroblastos, que en conjunto inducen el recambio de la matriz extracelular (MEC). De
particular interés resulta la IL-1B, debido a su accién bioldgica sinérgica con TNF-a, a pesar de presentar diferencias estructurales. Dentro de
estos efectos se encuentran la sintesis de prostaglandinas (PGE2), la expresién de moléculas de adhesidn, la secrecion de Interleucina 6 e
Interleucina 8, y del Inhibidor del Activador del Plasminégeno-2 (PAI2). También regulan la sintesis de la enzima manganeso
superoxidodismutasa (MnSOD), e inducen citotoxicidad y la disminucidn de la colagena a nivel transcripcional y traduccional.

En este trabajo se evalud la expresidon de los genes de IL-1R y TNF-a, y su posible relacion con la cicatriz hipertréfica posquemadura,
mediante hibridacién in situ, encontrando que la cicatriz hipertréfica posquemadura presenta un aumento en ambos genes, siendo solo
significativo este aumento en el caso de IL-1B cuando se compara con la piel normal.

En conclusién, nuestros resultados sugieren cual puede ser la causa de la formacidn de fibrosis en las secuelas posquemaduras. El exceso de
sintesis de colagena podria deberse al aumento en la expresion en dichos genes, para los cuales esta bien demostrado su sinergismo y por
tanto su contribucién conjunta para degradar MEC, a pesar de que cada citocina por separado tiene un efecto contrario, o su efecto es
dosis dependiente.

Estos datos indican una relacidn entre la alta expresion de los genes de IL-1B y TNF-a y la presencia de fibrosis en los pacientes con la
cicatriz hipertréfica posquemadura. Estos hallazgos nos abren un gran campo de posibilidades para el uso de estas citocinas como blanco

terapéutico o bien el uso de medicamentos mediadores de ellas durante el proceso de cicatrizacion.
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Resumen

Il. Abstract

Introduction: Post-burn hypertrophic scar tissue (HSc) is characterized by increased collagen synthesis, cellular growth and
cell turnover. Its clinical characteristics exhibit aspects of chronic local inflammation, but the mechanism of its
etiopathogenesis has not been clearly elucidated. In chronic skin inflammation, proinflammatory and profibrogenic
cytokines play an important role in producing skin dysfunction. In this study, we examined changes in tumor necrosis factor
(TNF)-a and interleukin (IL)-1 B mRNA expression and its presence in post-burn hypertrophic scars. Results obtained in
normotrophic scar tissue (NSc) were compared to results obtained in normal skin (Ns).

Materials and Methods: Skin biopsies were obtained from 15 patients with (HSc) who presented burns on over 10% of their
skin surface, more than a year post-injury. NSc were obtained from 17 patients who experienced scarring in optimal
conditions. Ns were obtained from 11 patients who underwent cosmetic or reconstructive surgery. We performed
histopathologic analysis with routine processing. TNF-a and IL-1B mRNA expression levels on all three types of biopsy were
obtained by in situ hybridization.

Results: TNF-a and IL-1 B mRNA expression was highly coordinated and was very similar in all the tissues processed and our
histopathologic analysis yielded relatively low inflammatory infiltrate cell. But according to a semiquantitative analysis, TNF-
o and IL-1A mRNA expression was significantly increased in NSc and HSc when they were compared to normal skin.
Conclusions: These results suggest that there is a differential expression TNF-a and IL-1 mRNA in post-burn HSc.
Interestingly, the keratinocytes showed more expression of both cytokines compared to other cell types, which suggests

that they may play an important role in post-burn skin repair processes.
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Introduccion

Il. INTRODUCCION

111.1.1 Proceso de Cicatrizacién Normal

La cicatrizacién es un proceso de reparacién de un tejido u érgano lesionado, dando cdmo resultado
final la formacién de un aumento de coldgena a lo que se le denomina cicatriz. En la piel la reparacién
cutanea se puede categorizar en tres formas: primaria, cierre primario; secundaria, por segunda
intencién; y terciaria, cierre primario tardio. Las heridas requieren de un incremento en energia y
sintesis proteica por las necesidades locales del dafio per sé, produciéndose un estado de
hipermetabolismo sistémico y catabolismo. La cicatrizacién, se ha clasificado en fases, y cada una

requiere de la anterior (Fig. 1).

111.1.2 Fase Temprana

Hemostasia: En una herida o lesidon con salida de sangre de los vasos sanguineos es esencial la
formacidn de un coagulo que tapona los vasos lesionados. Los coagulos estdn formados
principalmente de una malla de fibrina aunque también esta la trombina, proteina responsable de
catalizar la conversion del fibrindgeno en fibrina y plaguetas y gldbulos rojos. La formacién de la
fibrina constituye una matriz provisional que junto con la fibronectina (derivada de fibroblastos y
células epiteliales) y la vitronectina (derivada del suero y las plaquetas) facilitan la unién de las células
en migracion. La trombina también estimula el aumento de la permeabilidad vascular, con lo que
facilita la migracion extravascular de células inflamatorias. Las plaquetas se agregan cuando se
exponen a colagena, proceso facilitado también por la trombina. La adhesidn plaquetaria entre si, y la
adhesién con colagena-fibrina incluye receptores de integrina en la superficie de las plaquetas,
proceso que es mediado por cuatro glucoproteinas adhesivas: fibrindgeno, fibronectina,
trombospondina y factor de von Willebrand. La agregacion plaquetaria también induce la liberacién
de citocinas de los granulos alfa colocalizados en el citoplasma de las plaquetas. Estas citocinas
incluyen el Factor de Crecimiento derivado de Plaquetas (PDGF), el Factor de Crecimiento

Transformante B (TGF-B), el Factor de Crecimiento Transformante a, (TGF-a), el Factor de

- 3 - M. en C. Luz Alcantara
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Introduccion

Crecimiento Fibroblastico (FGF), el Factor de Crecimiento Epidérmico (EGF) y el Factor de Crecimiento

de Tejido Conjuntivo (CGF).

Inflamacién: Inmediatamente posterior al dafio, hay una intensa vasoconstriccién que contribuye a
la hemostasia. Esta es mediada por catecolaminas circulantes, el sistema nervioso simpatico y por
prostaglandinas liberadas de células lesionadas. Luego de 10-15 minutos es seguida por una
vasodilatacién, lo cudl resulta en eritema y calor. Aunado a lo anterior las prostaglandinas y la
histamina inducen un aumento en la permeabilidad de los vasos sanguineos lo que produce edema.
Junto con esto hay un aumento en la llegada de leucocitos al sitio de la lesién. Los principales

leucocitos son los neutrdfilos y los monocitos.

La vasodilatacion, ademas de ser regulada por histamina y prostaglandina también lo es por
leucotrienos y productos de células endoteliales. La histamina proviene de las células cebadas y
directamente aumenta la permeabilidad vascular e indirectamente causa vasodilatacion por
estimular la sintesis de prostaglandinas. Las células cebadas también secretan leucotrienos, heparina,
enzimas, metabolitos de prostaglandinas y factor de necrosis tumoral (TNF). Las prostaglandinas que
inducen vasodilatacién, son la PGE1 y PGE2, las cuales activan a la adenilato ciclasa con la
subsecuente produccidon de adenosin monofosfato ciclico (AMPc). La actividad de la fosfolipasa
induce la sintesis de las prostaglandinas. Los neutréfilos, que son las primeras células en llegar,
limpian de cuerpos extraifos y degradan mediante la accién de enzimas hidroliticas y radicales de
oxigeno. Luego de esta fagocitosis los neutréfilos son a su vez fagocitados por macréfagos. Los
neutréfilos producen citocinas pro-inflamatorias, que estimulan a fibroblastos locales vy
queratinocitos. Los neutroéfilos se multiplican en nimero entre las 24 y 48 horas luego del dafio. Una
vez que los monocitos migran al espacio extravascular son transformados en macréfagos por factores
séricos y fibronectina. Los factores especificos que median la migracion de los macréfagos son
fragmentos de coldgena, fibronectina y elastina (derivados de la matriz lesionada), elementos del

complemento, trombina enzimaticamente activa y TGF-B.
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Introduccion

Una vez en la matriz provisional, los macréfagos son activados por interleucina 2 (IL-2), interferdn
(INF, secretado de linfocitos T) y PDGF. Los macrdéfagos son muy importantes en el proceso normal de
cicatrizacion, ya que fagocitan bacterias y tejido muerto, ademads producen elastasas y colagenasas
gue rompen la matriz extracelular dafiada. Cuando los macrdéfagos son estimulados por endotoxinas
bacterianas, promueven el reclutamiento de otras células que participan en la inflamacién. Los
macréfagos son una importante fuente de citocinas para estimular la proliferacién de fibroblastos,
sintesis de colagena y otros procesos de cicatrizacién. Entre las citocinas se encuentran el Factor de
Necrosis Tumoral a (TNF-a), PDGF, TGF-B, TGF-qa, interleucina 1 (IL-1), Factor de Crecimiento
Insulinoide (IGF) y FGF. La ultima célula en el proceso de inflamacién en aparecer es el linfocito, el
cual produce factores esenciales para la cicatrizacién normal. Luego de 5 a 7 dias, de la lesion, sélo
algunas células que indujeron la inflamacién estan presentes en heridas con cicatrizacién normal y los

fibroblastos llegan a ser la célula predominante.

111.1.3 Fase Intermedia

Los procesos involucrados aqui incluyen la angiogénesis, la epitelizaciéon y proliferaciéon de
fibroblastos. Procesos comprendidos entre los 2 a 4 dias. Estos tres procesos precisan de un aumento

de energia y de sintesis proteica.

Angiogénesis: Los bordes de las heridas, son isquémicos y sin la restauracion de los vasos no hay 02y
nutrientes suficientes. Esta fase se inicia en los primeros dias y es inducido por el Factor de
Crecimiento Endotelial Vascular (VEGF), el cudl es angiogénico y liberado por los macréfagos. La
angiogénesis se inicia con la formacién de ciumulos de células endoteliales que forman yemas que
paulatinamente coalescen y se unen a células mesoteliales para formar nuevos capilares. Este
proceso se altera si hay exceso de inflamacién, muerte tisular, exudado, mala perfusién o la presencia

de corticoides.

- 5 - M. en C. Luz Alcantara




Introduccion

Epitelizacion: Con la pérdida de la epidermis, las células basales empiezan su diferenciacién y
migracion formando, inicialmente una sola capa. Los factores de crecimiento, tal como el EGF
liberado por los macréfagos y plaquetas inician éste proceso, pero dicho proceso es limitado en
extension y la muerte tisular lo retarda. La maxima distancia que viajan los queratinocitos desde el
borde de la lesion es de tres centimetros (cm) y es un proceso que puede demorar desde 3 a 5 dias
hasta meses o afos. Una vez que se forma una sola capa el resto de los estratos se producen por
mitosis. Esta sola capa se debe proteger de desecacidn 6 destruccion por liberacién de las proteasas

de los neutréfilos en infeccidn local u otro proceso inflamatorio.

Proliferacion _de fibroblastos: Dos dias después de producida la herida los primeros fibroblastos

provienen de tejidos adyacentes, posteriormente, los fibroblastos migran a través de filamentos de
fibrina y de colagena recién formada. El proceso de proliferacién de fibroblastos depende de un buen
aporte de oxigeno y se ve afectado por una mala perfusién, pocos nutrientes, disminucién en la

actividad anabdlica y los corticoides.

111.1.4 Fase Tardia

Sintesis de coldgena y Matriz Extracelular: Esta fase se caracteriza por sintesis proteica con

formacién de coldgena y matriz. Los fibroblastos son activados para producir factores de crecimiento
y proteinas de matriz extracelular. El principal activador es el factor de crecimiento de fibroblastos
(FGF), aunque se necesitan otras moléculas como la vitamina A que mantiene y restaura el estimulo
inflamatorio para generar factores de cicatrizacion. La tasa de produccién de colagena es maxima a

las primeras dos semanas y el pico de su depdsito es de 3 a 4 semanas.

La matriz intersticial es producida por los fibroblastos y otras células. Los proteoglicanos, compuestos
de glucosaminoglucanos y proteinas. Esto genera una matriz mas rigida en los estadios iniciales de la
cicatriz, con la maduracién de la misma disminuye su concentraciéon con la consiguiente pérdida

de rigidez. La disminucidn en la irrigacién y malnutricidn alteran este proceso.
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Introduccion

Contraccidn: Es el proceso de cierre por movimiento de los bordes de la herida (no solamente
epitelio) hacia el centro, esto encoge la herida. El mecanismo se lleva a cabo por generacién de
fuerzas por parte de elementos contractiles de los fibroblastos (miofibroblastos) hacia el centro. Con

esta contraccién de fibroblastos, es liberada colagena y proteoglucanos, asegurando un nuevo tejido

en el lugar afectado.

111.1.5 Fase Final.
Remodelaciéon: Empieza a las tres semanas y puede durar hasta meses o afios y es el resultado de:

a) aumento de uniones en las colagenas: da fuerza tensil.

b) accién de colagenasa: rompe exceso de coldgena, creando un equilibrio.

regresion de red exuberante de capilares en la lesion.

c)
d) disminucién de proteoglucanos y por consiguiente disminuye la concentracién de agua.

e) La disminucidn del flujo sanguineo o la infeccion aumentan la pérdida de coldgena, con la

consiguiente debilidad de la cicatriz. El incremento en la fuerza tensil de la cicatriz, continua

aumentando por un afio, sin embargo la piel nunca recupera la totalidad de la fuerza tensil

Remodelacion

Inflamacidn aguda Reparacion

Chiappe A., 2004).

Fluidos

Tejido
dafiado

Incremento de flujo Fibras de
colagena

sanguineo
Fig. 1. Fisiologia de la cicatrizacion. El esquema muestra las tres fases principales en las que se ha dividido el proceso

cicatrizante normal.
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Introduccion

11.2.1 Quemaduras

Las lesiones por quemadura son un problema de salud en nuestro pais, y tienen multiples facetas que
se deben analizar a fin de darlas a conocer al publico en general y a las autoridades del Sector Salud,
para que al tener un diagndstico preciso, se planteé una solucién % Fimentel- 2000

111.2.2 Definicién: Las quemaduras son las lesiones de los tejidos organicos causadas por cualquier
agente que origine una variacién térmica local, bien sea fisica, quimica o biolégica. Su gravedad
variara de acuerdo a su extension, profundidad y localizacién.

111.2.3 Etiologia: Existen diferentes tipos de agentes productores de quemaduras, los cuales podemos
dividir en:

- Fisicos: Pueden ser térmicos (fuego directo, gases, sélidos y liquidos), eléctricos o radiantes (sol,
rayos X, energia atomica).

-Quirurgicos: Causticos como los dlcalis o los acidos.

-Bioldgicos: Tales como insectos, peces eléctricos o bacterias.

111.2.4 Pronéstico: Existen factores de orden general que inciden en el prondstico de la quemadura
como son, la extensidn, el agente causal, la edad, la existencia de enfermedades preexistentes y de
otras lesiones relacionadas con el accidente. La localizacién de quemaduras profundas en areas
como la cara, manos, pies, genitales y pliegues de flexion, deben ser tratadas con especial interés
dadas las secuelas que pueden sobrevenir, asi sean de poca extension > Hoves-Franco etal, 2006).

111.2.5 Extensidn: Es de suma importancia determinar con la mayor exactitud posible la extension de
la superficie corporal que compromete la quemadura. De la extension, como de la profundidad y
edad del paciente, dependera el prondstico vital del accidente, y proporciona un estimado de la
cantidad de liquido que debe administrarse al paciente en su tratamiento.

111.2.6 Calculo de la extensidn: En la practica, el método mdas comiUnmente utilizado es la llamada

"Regla de los Nueve", que divide la superficie corporal en nueve o multiplos de nueve, que varian

segun el desarrollo del individuo, desde la infancia hasta la edad adulta.
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11.2.7 Profundidad: Las quemaduras son clasificadas segun su profundidad, para lo cual se han

creado métodos muy precisos, pero complicados en la practica

aceptada es la siguiente:

(5, Ferrada, 2000).

(4, Beato et al, 2001). | yn4 clasificacion

Tabla 1. Clasificacion de quemaduras.

Tipo B

Profundas

LESION SECUELAS PROFUNDIDA HISTOLOGICA
Primer grado LEVE: No deja secuelas o Epidermis
Tipo A secuelas estéticas
Superficiales MODERADA: hipo o

hiperpigmentacion
Segundo grado MODERADA: Secuelas Dermis
Tipo A-B estéticas minimas
Intermedia GRAVES: Secuelas

importantes estéticas y

funcionales
Tercer grado GRAVES: Secuelas Subcutaneo

importantes estéticas y
funcionales

CRITICAS: Mutilacién de
organos y estructuras

profundas
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111.3.1 Secuelas o Proceso de Cicatrizacion Patoldgico

Las quemaduras pueden originar secuelas cuya gravedad funcional o estética llegan a superar la
propia quemadura. Se evitan con un tratamiento adecuado en la fase aguda, ademas se pueden usar
injertos precoces y/o férulas funcionales en areas especiales.

111.4.1 Fibrosis

La fibrosis es un proceso reparativo normal que ocurre tras el dafo tisular. En una reparaciéon normal
la fibrosis se inicia cuando los fibroblastos infiltran el drea dafiada, proliferan y sintetizan matriz
extracelular. Esta reestructuracion del tejido da lugar a la cicatrizacién y a una terminacién ordenada
de la respuesta fibrdtica. Sin embargo, en enfermedades fibréticas cutaneas, como la formacion de la
cicatriz hipertréfica o de la cicatriz queloide, no termina de manera ordenada y resulta en el
desplazamiento del tejido funcional normal por una cantidad excesiva de matriz extracelular.

111.5.1. Cicatrices hipertréficas y queloides

La diferencia entre la cicatriz hipertréfica y la cicatriz queloide radica en el caracter invasivo que tiene
esta Ultima, sin embargo en la practica clinica se habla de cicatrices queloideas en general, pues la
gran mayoria de las veces es dificil establecer la diferencia entre ellas. Por otro lado, es de
importancia fundamental realizar un buen diagndstico ya que el tratamiento a seguir es totalmente

diferente. En la tabla 2 se enlistan las diferencias que existen entre ambos tipos de cicatrices ‘© Anrades

et al., 2006).
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Tabla 2. Diferencias entre las cicatrices patoldgicas.

Cicatriz Queloide Cicatriz Hipertrdfica

Genet:ca

exo

Bordes

Puede resolverse espontaneamente en

periodos menores a un afo

Etiologia Causa de un proceso inflamatorioffiCausa de wun proceso inflamatorio

111.6.1 Definicion de Cicatriz Hipertréfica

A la cicatriz hipertréfica (HSc, hypertrophic scars), se le ha definido como una patologia de origen
post-traumatico, que se caracteriza por presentar un dafio en la dermis profunda combinado con una
alteracion en los factores que conllevan a la cicatrizacion debido a la presencia del proceso
inflamatorio crénico. Se sintetizan un exceso de componentes de matriz extracelular (MEC)
predominantemente coldgena, ademas de presentar un incremento en la contractilidad, participando

diferentes tipos celulares, factores de crecimiento, quimiocinas y proteasas.
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11.7.1 Tratamientos para la Cicatriz Hipertroéfica

En nuestro pais en las instituciones de salud, las cicatrices hipertréficas son tratadas con dos métodos
qgue han demostrado su eficiencia clinica exhaustivamente: los corticosteroides y la presion continua
(presoterapia). Ellos deben ser usados, preferiblemente, de forma simultanea. La inyeccidon de
corticosteroides (triamcinolona-betametasona), debe realizarse, en lesiones pequefias, procurando
practicarla dentro de la lesién (intralesional), hasta que ella tome una coloracién blanquecina. Si se
hace en el tejido subcutaneo, puede provocar una atrofia de éste. Se recomienda administrar 0.2 ml
por cm” de cicatriz. No se debe exceder de un mililitro por vez. Especial cuidado se debe tener con
pacientes con infecciones fungosas, glaucoma o trastornos menstruales. La frecuencia debe ser de
una o dos veces al mes, segun la evolucion y gravedad de la lesidén y hasta que la cicatriz clinicamente
desaparezca. La presidon continua (Presoterapia) sobre la cicatriz se puede lograr bien con el uso
permanente y continuo de adhesivos antialérgicos de papel en pequefias cicatrices, o bien mediante
la confeccion de prendas de lycra ajustadas a la zona a tratar (caretas, guantes, mentoneras, shorts,
chalecos, etc.) los cuales son elaborados en talleres que se dedican a esta finalidad. Ellas pueden ser
usadas solas o complementadas con almohadillas de silicén o gama espuma, elaboradas de acuerdo
al caso y para lograr una presién mas eficiente. Su uso también se extendera segun la evolucion de la
cicatriz. También se usa la extirpacidon quirdrgica combinada con la radioterapia pre, peri y post
operatoria, aunque este tratamiento es riesgoso y puede provocar una cicatriz mayor 7 2em etal, 2002)
Nuestro grupo de trabajo ha probado el uso de colagena-polivinilpirrolidona como tratamiento para
la cicatriz hipertrdéfica, sugiriendo que este medicamento puede modular el intercambio de la matriz

extracelular, predominantemente coldgena y bloquear la progresion de esta patologia & Kotzch et al.

1998).

111.8.1 Colagenas
Forman una familia de proteinas que se localizan todos los organismos pluricelulares, siendo las

proteinas mas abundantes en el caso de los vertebrados, en donde representan aproximadamente el
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30% de las proteinas totales. Los miembros de esta familia se encuentran ampliamente distribuidas
en el organismo, ya que constituyen el principal elemento de la matriz extracelular de la piel, los
huesos, los tendones, el cartilago, los vasos sanguineos, los dientes, la cornea vy el cristalino del ojo ©,
Edward y Steffen, 1982).

De manera general, las moléculas adoptan una conformacién triple helicoidal que resulta de la
asociacion de tres cadenas polipeptidicas, lo que determinara la distribucién, funcidn y estructura del
tipo de coldgena resultante. A la fecha se conocen 30 tipos de coldgenas que se clasifican de acuerdo
a sus caracteristicas estructurales en cuatro grandes grupos 1 Burgersony Olsen, 1990).

*  Grupo 1: 3 dominios helicoidales interrumpidos con el triplete Gly-X-Y

e XyYson prolina e hidroxiprolina frecuentemente

* Sintetizadas como precursores solubles pro-colagenas

e Procesamiento proteolitico

o LILILV,XI

*  Grupo 2: 3 dominios helicoidales con extendidos con el triplete Gly-X-Y

* Variaciones en la secuencia Gly-X-Y, forma globular

* Sintetizadas como precursores solubles pro-colagenas

*  Procesamiento proteolitico

. IVyVi

e Grupo 3: 3 dominios helicoidales cortos y continuos, con el triplete Gly-X-Y

* Sintetizadas como precursores solubles pro-colagenas

*  Procesamiento proteolitico

VI, VII, X

*  Grupo 4: 3 dominios helicoidales con el triplete Gly-X-Y; interrumpidas, asociadas a fibrillas
* No sintetizadas como precursores solubles, maduras

o X, XII, XIV
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Existe otra clasificacion de acuerdo a su distribucién y forma de fibrilla, (

Tabla 3. Clasificacion de los diferentes tipos de colagena.

Forma
Tipo Forma Distribucion Tisular
Molecular
polimerizada

[al () 1, , [a2 ]| fibrilla Hueso, Piel tendones,

(N ligamentos, cornea, drganos
internos (90% de la colagena
de todo el cuerpo)

Il [ad (1) 15 fibrilla Cartilago, disco
intervertebral, notocorda,
humor vitreo del ojo,

FORMA
n [ad (11)] 5 fibrilla Piel, vasos sanguineos,
FIBRILAR
organos internos con la tipo
.
Vv [a1 (V)) , [a2 ]| Fibrilla con la || Con la tipo |
(V)1 tipo |
Xl [al (xI )1, || Fibrilla con la || Con la tipo Il
[a2(X1)], tipo Il
[a13 (XI)]
IX [ad (IX)], [a2 IX || Asociacidon Cartilago
1, lateral
ASOCIADA A [@3  (IX)], con
FIBRILLAS fibrillas tipo Il.

Xl [al XN)] 3 con || Asociacién Tendones, ligamentos,

fibrillas tipo I. lateral algunos otros tejidos
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FORMANDO

REDES

v [@1 (IV)]1,, 02 || Redes Lamina basal
\
Vi [ad (VH) 13 Anclando Debajo del epitelio
fibrillas escamoso estratificado

111.8.2. Biosintesis de la coldgena

La primera coldgena caracterizada fue la tipo I, y es la mas abundante en el organismo. A nivel

estructural forma fibrillas de 300 nm de largo y de 1.5 nm de didmetro, es un heterotrimero con 2

cadenas a1 y una cadena a2. Cada cadena a tiene 1050 residuos de aminoacidos. En términos

generales en la figura 2 se resume todo el procesamiento por el cual pasa la colagena tipo | para

depositarse en la matriz extracelular en forma de fibra. En un inicio se secreta en forma de pro-

cadenas, y necesita de los procesos post-traduccionales como la hidroxilacién y glucosilacién para

formar las triples hélices de la pro-colagena y ser secretadas al citosol. Una vez en citosol ahi sufre un

procesamiento proteolitico para liberarse de los telopéptidos y formar las fibrillas, las cudles se

ensamblaran y formaran las fibras colagénicas.

Transcri, Pcf on

[e—

[Mo dificaciones Post-traduccionales

Traduccién

‘ -

pa—

—

Hidroxilaciéon

By . . . -
Glicosilacion

Ensamble de la Pro cofa'g'ena (Trine béffce)

—

Accion Enzimdtica ‘

Fibra de Cofég-ena

Formacién de

fibrillas

Fig. 2. Biosintesis de la colagena tipo I. Se muestra la formacidn de fibras de coldgena.
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111.8.3. Regulacidn génica de la colagena tipo |

La codificacion génica de la coldgena tipo | se lleva a cabo por los genes COL1A1 y COL1A2, los cudles
son regulados de forma coordinada debido a que sus productos deben ser sintetizados en una
relacidn 2 a 1, para posteriormente formar el heterotrimero [a1 (1) 1, , [a2 (1)].

El gen COL1 A1l tiene un tamafio de 18 Kb, se localiza en el cromosoma 17 en el locus g 21.3 al q 22y
se encuentra organizado en 51 exones distribuidos de la siguiente manera, los primeros 6 codifican
para el propéptido amino terminal, los exones del 7 al 47 para el dominio central que conforma la
triple hélice y los exones del 48 al 51 codifican para el dominio propéptido carboxilo terminal (Fig. 3).
El gen COL1A2 se localiza en el cromosoma 7, locus q22.1 y también consta de 51 exones distribuidos

de la misma forma (Fig. 3).

TR22
17p13 TrZl
7ris
1¥plz P14
17p11.2 TRl
i
15 sl
i7qii.2 -
17q1z = 7a11.2
17921 7az1
i
17922 Fa22
17923 Tasl
17924 a3z
q :—
17925 4 — —
7a36
COL1A1 COL1A2

Fig. 3. Distribucién cromosémica de los genes que codifican para la colagena tipo I.

111.8.4 Control transcripcional del gen de la coldgena COL1A1

Entre los elementos reguladores en cis (secuencias promotoras) y elementos reguladores en trans
(factores de transcripcidn) que regulan a los genes de la colagena tipo I, se encuentran: en cis, la
region promotora del extremo 5’, en el primer exdn y en el primer y quinto intrén; mientras que
entre los principales factores transcripcionales que incrementan la expresién del gen COL1A1; se

encuentra el factor de unién a la secuencia CCAAT (CBF) que se une a la regién -174 a -50 del
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promotor, y la proteina de especificidad 1 (SP1, Saiita et al, 2000) asi como el factor nuclear 1 (NF-1,
Vuorio et al, 1990) que se une a la region -138 a -77 del promotor COL1A1. En contraste dentro de
los factores que regulan negativamente la expresion del gen, se encuentran las subunidades p50,
p65 y c-Rel del factor de transcripcion nuclear kB (NF-kB) y el Factor de Necrosis Tumoral a (TNF-a)

que se unen aI promotor de COL1A1 (12, Hernandez-Nazara et al, 2005).

111.8.5. Control transcripcional del gen de la pro-colagena al (l)

Dentro del control transcripcional del gen de la pro-coldgena al () destaca la secuencia completa del
promotor de rata descrito por ™ Lichter et al en 1989. Este promotor tiene una secuencia
aproximada de 3.6 kb. Existe un alto grado de homologia entre las secuencias humanas y murina “*
Harbers et al, 1984; 15, Chu et al, 1985). ) 5 secuencia de bases de este promotor también guarda cierta semejanza
con los promotores de otros tipos de colagena & v €@ 1985 E| hromotor de la procolagena al (1)
presenta una secuencia TATA localizada de 20 a 30 pb por encima del origen de transcripcion. Entre -
130y -80 se localizan dos motivos CCAAT (17 Rossow et al- 1987: 18, Karsenty y De Crombrngge. 1991) ‘pantro de |as 300
pb del promotor cercanas al origen de transcripcién también existen varias secuencias ricas en GC
(existe una también dentro del primer exdn del gen) (M Rossow et o) 1987; 18, Karsenty y De Crombrugghe, 1991)

Hace mds de una década se descubrieron numerosos factores de transcripcion que modulan la
sintesis del ARN (acido ribonucleico) mensajero de la pro-coldgena al (l). Entre estos
descubrimientos destacan los de “® Karsenty y de Crombrugghe (1991), quienes utilizaron una regién
corta del promotor de la colagena al (I) murino (-222 a -80) y describieron otros sitios de unién a
factores de transcripcion.

El factor CBF se une a los motivos CCAAT. Un segundo factor, IF-1, se une a dos secuencias ricas en GC
situadas entre -190 y -170 y entre -160 a -130. El tercer factor, IF-2 reconoce una region de 12 pb
formadas fundamentalmente por pares GC y localizadas entre los dos motivos CCAAT. La unién de IF-

2 estd inhibida por CBF, y tanto IF-1 como IF-2 son inhibidores transcripcionales, mientras que CBF

actua activando el promotor de la colagena a 1(l).
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En extractos nucleares de fibroblastos NIH 3T3 se ha identificado un nuevo factor que se une a la
secuencia localizada entre -339 y -361 del promotor de la colagena al (I) de raton. Cuando se
introduce una mutacién en tres pares de bases de este elemento promotor, la actividad de la
transcripcién se incrementa hasta cuatro veces, lo cual indica que se trata de un elemento regulador
negativo. Ademas, este factor nuclear sélo esta presente en lineas celulares productoras de coldgena
tipo 1, por lo que es posible que esté implicado en la regulacién del gen al (l) especifica de algunos

tejidos (19, Ravazzolo et al. 1991).

En el promotor de la colagena a 1 (1) existe un sitio AP-1 que se une el complejo fos-jun. Este sitio AP-

1 es contiguo, pero no se solapa, con el elemento de respuesta a vitamina D (VDRE). Ambos

elementos reguladores se encuentran aproximadamente a -2900 pb del origen de la transcripcion ?*

Owen et al, 1990).

Recientemente se esta investigando la posibilidad de otras regiones reguladoras importantes muy
alejadas del inicio de la transcripcion. ®" Ritzenthaler et a/ (1991) han descrito elementos activados
por el TGF-B en distintas posiciones del promotor de la procolagena al (I) de rata (-1600, -2300, -
290). Estas secuencias se asemejan a las reconocidas por el factor NF-1.

La regién central del primer intrén presenta gran capacidad moduladora de la transcripcion. En ella
aparecen cuatro sitios consenso de 10 nucledtidos capaces de unir el factor de transcripcion SP1 de la
ARN polimerasa ll, varias secuencias ricas en GC (que también podrian unir SP1) y una secuencia
intensificadora del nucleo (core), comin a muchos elementos virales y celulares, cuya funcién es

desconocida (17, Rossow et al, 1987; 22, Bornstein et al, 1987).

111.8.6. Control postranscripcional del gen de la pro-colagena al (I)

Ademads del control transcripcional, existe la posibilidad de que participen mecanismos
postranscripcionales en la biosintesis de la coldgena. Esto explicaria que a veces la cantidad de
colagena tipo 1 sea mucho menor que la que corresponderia en funcién de los niveles de su ARN

mensajero. Ademas, fragmentos de la regidn amino terminal (sin triple hélice) de la cadena de pro-
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colagena al (I) inhiben selectivamente la traduccion del ARN mensajero de colagena en fibroblastos
in Vith (23, Paglia et al, 1979).

También se ha especulado con la posibilidad de una regulacion de la sintesis de la colagena mediante
la alteraciéon de la estabilidad del ARN mensajero de la pro-colagena al (l), dependiendo de la
proporcién entre sus dos formas distintas de poliadenilacion o mediante variaciones en el

procesamiento del ARN mensajero 2+ Bornsteiny Sage, 1989).

111.8.7. Modulacion de la expresion del gen de la colagena tipo | por distintos factores

Los cambios en la sintesis de la colagena tipo | ocurren en el periodo de desarrollo embrionario,
durante la regeneracion de heridas y en procesos fibréticos de distintos tejidos.

Experimentalmente, la sintesis de coldgena tipo | puede alterarse por numerosos factores, como
citocinas, factores de crecimiento, proteinas codificadas por oncogenes, por segundos mensajeros
intracelulares, etc., (Fig. 4). Sin embargo, los mecanismos concretos de accion por los cuales estos
agentes modulan la produccién de coldgena son en la mayoria desconocidos.

Entre las citocinas y factores de crecimiento que tienen un papel importante en la modulacién de la
sintesis de coladgena tipo | durante la fibrogénesis se encuentran el TGF-B, la IL-1, el IFN-y y el TNF-a.
El TGF-B es un factor de crecimiento sintetizado por linfocitos y plaquetas activadas, células de
Kopffer, fibroblastos dérmicos, miofibroblastos y por otros tipos celulares > Mever et al 1990). go g
descrito la produccién de TGF-a y de TGF- B por miofibroblastos derivados de lipocitos en cultivo ?*

Bachem et al. 1992). £| efecto del TGF-B sobre la coldgena tipo | se produce mediante el aumento de la

transcripcio’n de sus genes (27, Kahari et al., 1990; 21, Ritzenthaler et al, 1991; 28, Armendariz-Borunda et al., 1992). Este efecto

. 29 Dai 1 ;2 i 1 .
estimulante del TGF-B desaparece con TNF-q, IFN-y y con |L- 1 (29 Daireauxetal, 1990; 27 Kahariet al, 1990)
La IL-1 es una citocina con efectos proliferativos capaz de disminuir la produccién de coldgena. Esta

proteina disminuye los niveles de ARN mensajero de la pro- colagena al (l) en fibroblastos humanos

(30, Solis-Herruzo et al, 1988) I (31,

, es posible que esta citocina también ejerza una regulaciéon postranscripciona

Mauviel et al, 1991; 28, Armenddriz-Borunda et al, 1992)- A jgal que la IL-1, el IFN-y (citocina producida por linfocitos
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activados) inhibe la sintesis de coldgena en numerosos tipos celulares 3% Smith et al, 1987; 33, Nanes et , 1989).

Probablemente la inhibicidn del IFN-y tenga lugar a nivel postranscripcional por desestabilizacion del
ARN mensajero. El TNF-q, citocina producida principalmente por monocitos-macréfagos disminuye la
transcripcién génica de la colagena al (I), los niveles de su ARN mensajero y la produccion de
colagena en fibroblastos humanos, en lipocitos y en otras lineas celulares. También se ha descrito una
disminucién de la actividad del promotor del gen de la pro-colagena al (I) en fibroblastos tratados
con TNF-a.

Los efectos inhibidores de la transcripcion que poseen el TNF-a, la IL-1 y el IFN-y, estdn
probablemente mediados por segundos mensajeros como el AMP ciclico, el calcio intracelular y por
proteinas reguladoras de la transcripcion. En concreto, la movilizacion del Ca®* intracelular con un
ionéforo (A23187) en fibroblastos humanos disminuye la produccion de colagena, posiblemente
mediante la inhibicidn de su sintesis 3% flaherty choikier, 1986). £} AMP ciclico también reduce la produccién

35 Perretal, 1988). gy embargo, el papel que estos, y otros muchos mediadores (Hormona

de la colagena’
paratiroidea é PTH, vitamina D, esteroides anti-inflamatorios, prostaglandinas, EGF, PDGF, etc.)

desempenan en la sintesis de la coldgena estd aun por dilucidar.

TGF-f
Acetaldehido i TGF-f
j
COL1 A1 M370a-3aa ! -190a-170 TATA l
Cromosoma 17 +1
51 exones
CIEBPB Crox
+598 a +604
-170 a -50
Relacién 2:1
COL1 A2
Cromosoma 7
51 exones
300 /- 160 125 80 +7 IFN- l
GCC TCC TCC CCAAT CpG '
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1.9.1. Citocinas pro-inflamatorias: Las citocinas son mediadores peptidicos intercelulares que
regulan la homeostasis y las reacciones de defensa del hospedador. Se producen por muchos tipos
celulares y tienen un amplio espectro de efectos en procesos inflamatorios y reparadores. Esta
pleiotropia se debe al hecho de que una citocina dada puede tener multiples efectos en el
crecimiento y diferenciacion de muchos tipos celulares. Por ellos, las citocinas pueden presentar
efectos bioldgicos que se solapen, o efectos bioldgicos muy similares mediante la produccién de otra
u otras citocinas que disparen la misma cascada. Los beneficios de esta redundancia y las actividades

interdependientes no estan todavia claras.

111.10.1. Interleucina 1P (IL-1B)

111.10.2. Desarrollo histdrico: Interleucina 1 (IL-1) fue una de las primeras citocinas descritas, como
inductor de fiebre, inductor de la proliferacién de linfocitos y de células de médula osea y causante
de la degeneracion de las articulaciones. Al mismo tiempo se le conocid bajo otros nombres como
pirogéno endogéno, factor activador de linfocitos, hematopoyetina-1, factor de células
mononucleares, entre otros nombres. En 1984, se confirmd que la interleucina 1, eran dos diferentes
proteinas llamadas ahora Interleucina 1a (IL-1a) e Interleucina 1 B (IL-1B). IL-1 es una citocina muy
relacionada a el Factor de Necrosis Tumoral (TNF), sin embargo su estructura y receptores son
claramente diferentes. IL-1 es biologicamente activa en cantidades que van de picomolares a
femtomolares, y participa en homeostasis, regulacién hormonal, metabolismo, regulacién de la
temperatura y presion sanguinea.

Actualmente la triada de IL-1, incluye a IL-1q, IL-1B e IL-1a (antagonista); son polipeptidos de 17 a 20
Kda que tienen un amplio rango de actividades bioldgicas, sintetizados como precursores de 30 Kda,
pierden la secuencia lider hidrofébica y son liberadas de las células por un mecanismo aun no
completamente entendido, pero el cual posiblemente involucra apoptosis 3% N %7 cada uno de
los integrantes de esta triada son codificados por genes diferentes pero localizados en el mismo

cromosoma, el 2.
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111.10.3 Estructura de IL-1B: IL-1B es sintetizada primeramente como una preproteina de 30 Kda,
perdiendo a su secuencia lider por la proteasa ICE, por sus siglas en inglés (IL-1B converting enzime),
su forma madura es de 17Kda. Es secretada por células mononucleares, en los humanos es secretada
hacia la circulacién, con varios mecanismos de transporte descritos, via exocitosis. Un simple cambio
en la IL-1B humana en la arginina 127 por glicina resulta en la perdida de 100 veces la pérdida de su
actividad bioldgica en las células T sin disminuir su unidn ligando-receptor 7 Gehrke et al, 1990). | 5

estructura tridimensional de IL-1B consiste en una estructura tetrahédrica, compuesta de un nucleo

compacto y de cadenas B plegadas, mejor conocida como estructura B-trefoil (Fig.5).

Fig. 5. Estructura tridimensional de Interleucina 1 B.

111.10.4 Determinacion génica de IL-1

El gen de IL-18 humano se localiza en el cromosoma 2, con aproximadamente 7.5 kb en la regiéon
2q13-29g21, conformado por 7 exones y su ARN mensajero consiste en 1.6 kb. Los genes de IL-1a y de
IL-1B parecen estar relacionados por duplicacion. El gen del antagonista IL-1ra se encuentra en el
mismo cromosoma en la misma region 2g14-21 con aproximadamente 15 kb. En general el brazo
largo del cromosoma 2 contiene no solo lo genes de esta triada, si no también de los receptores tipo |

y Il de IL-1 (Fig.6).
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111.10.5. Regulacidn de la expresion del gen

a) Control transcripcional de IL-1

Las dos formas de IL-1 parecen tener un control transcripcional separado, pero ha sido critico
entender como sucede la expresién del gen de IL-1 debido a que es altamente sensitivo a
lipopolisacaridos. En condiciones normales en adultos sanos no deberia existir la expresidén del gen,
sin embargo in vitro el contacto con el poliestireno o el vidrio activa la expresion del gen de IL-18. La
transcripcién del mensajero de IL-1B es rapida en macréfagos, células endoteliales, células de
musculo liso, y monocitos. Si se estimula a estos tipos de células con LPS (lipopolisacaridos) se
observa el ARN mensajero de IL-1B a los 15 minutos, un pico de acumulacién se observa a las 3-4
horas, sostenido por 6 u 8 horas y después disminuye rapidamente. Se observa por lo tanto la sintesis
de un represor transcripcional, asi como un incremento en la vida media del ARN mensajero.
Contrariamente, si se usa a IL-1 como un estimulo sobre la expresion de su propio gen, los niveles del
ARN mensajero se encuentran en su estado basal o una expresion muy lenta y sostenidos por 30
horas.

La transcripcion y traduccién de IL-1 son procesos diferentes y disociados, se puede observar

1 . . . .
(38, Yamamoto et al, 1989). ) o5 corticosteroides suprimen la

transcripcién sin traduccidon de la proteina
transcripcién de IL-1 y sintesis cuando se administran antes del inicio de la transcripcidon y son menos

efectivos cuando se administran después de la transcripcion.
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b) Control traduccional
Lipopolisacaridos, prostaglandinas y prostaciclinas no tienen efecto en la transcripcién de IL-1 pero

1 (89 Knudsen, 1986). gi <o ploquea la ciclooxigenasa se incrementa la

reducen la traduccién de IL-
produccién de IL-1. Las prostaglandinas inducen la supresién de la traduccidon de IL-1, este suceso
parece ser via induccion de AMP ciclico.

Aun no es bien claro como IL-1 se transporta del citosol al compartimiento extracelular, pero existe
evidencia de que una glicoproteina resistente a multidrogas puede estar involucrada en este evento.

Algunos estudios sugieren que la pro-IL-1B puede secretarse intacta y después ser procesada por

proteasas de tipo serina presentes en el tejido inflamado.

111.10.6 Induccion de la sintesis de IL-1 por diferentes factores

La sintesis de IL-1B puede ser inducida por una gran cantidad de estimulos, incluyendo la adhesién a
las superficies, LPS, Staphylococcus aureus, interleucina 1, leucotrienos, esteres de forbol, zymosan,
TNF-a, INF-y, ionoforos de calcio, componentes del complemento (C5a), indometacina, factor de

crecimiento estimulante de colonias de granulocitos y macrofagos é GM-CSF.

111.10.7 Mecanismo de Accidn de IL1. Receptores de IL-1: Hoy dia se conocen dos receptores para la
triada IL-1, son miembros de la superfamilia de las inmunoglobulinas. El receptor tipo | (IL-1RI) es una
glucoproteina de 80kDa preferentemente encontrada en células endoteliales, hepatocitos,
fibroblastos, queratinocitos y linfocitos T, mientras que el receptor tipo Il (IL-1Rll) es una
glucoproteina de 68kDa preferentemente encontrada en linfocitos B, monocitos-macrofagos y
neutrofilos. Cada miembro de estra triada IL-1 puede unirse a los receptores tipo | y tipo Il. La regidn
extracelular de IL-1RIl y de IL-1RIl muestran el 28% de homologia, tienen un simple segmento
transmembranal pero IL-1RII tiene un segmento citosolico muy corto. La porcidn citosolica del IL-1Rl
no tiene actividad intrinseca de tirosina cinasa, pero es el primero en la via de transduccion de la

sefial. Al parecer el IL-1RIl no es capaz de formar un complejo con el IL-1RI y no esta involucrado en
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transducir la sefial. La glucosilacién del IL-1RI parece ser importante para la afinidad por el ligando (40,
Dinarello, 1994)- | 5 expresion del gen de IL-1RI es altamente regulado por corticosteroides, factor de

crecimiento epidérmico, interleucina 4 e Interleucina 2.

111.10.8 Sefializacion Candnica de IL-1B

Una de las mas importantes caracteristicas de la transduccidn de la sefial de IL-1, es que se necesitan
solo el 2% de los receptores, para que una respuesta biolégica pueda darse. El IL-1RI esta acoplado a
proteinas G, activacién de AMP ciclico, hidrdlisis de fosfolipidos, y activacion de esfingomielasa.

IL-1B ejerce sus efectos bioldgicos a través de una interaccién inicial con el IL-1RI, y su asociacién con
el receptor lleva al reclutamiento de de dos cinasas asociadas al IL-1RI, IRAK1 e IRAK y la subsecuente
activacion de la cinasa inductora de NF-kB, NIK y de las cinasa IkB. La cinasa activada IkB actua y
fosforila a la proteina inhibitoria IkBa en la serina 32 y en la serina 36, para llevarla a la ruta de
ubiquitinizacidon y degradacion através de la ruta del proteosoma dependiente de ubiquitina. La
degradacion de IkB lleva a NF-kB a translocarse al nucleo y mediar la mas eficiente transcripcion de
genes que contienen el sitio de unién a NF-gB (4 Xuening shen, et al, 2000 i 7) Ademds, IL-1B también
puede activar otras vias de transduccion de sefiales; a las cinasas MAPKs p42 y p44, p38, y el amino

terminal de la cinasa c-Junc- (JNK) y la cinasa fosfoinositol 3 (P13K).

(P
p50/65

(P
1KKo/B p50/65
IKB

IKB

degradation

Figura 7. Ruta de sefializacion de IL-1
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El receptor tipo 1 de IL-1B presenta secuencias similares con la porcion citoplasmatica de las
proteinas TOLL , lo que ha sido motivo de un punto central de investigacidn para el estudio de la
inmunologia innata.

Un homologo de la proteina TOLL (Drosophila) en el humano es el llamado TOLL like Receptor (TLR),

proteina que se identificé en 1997, subsecuentemente otros TLRs (1-6) se han identificado y clonado

(Fig. 8).
(D) TLR-ligands
IL-1R IL-1RACP TLR2/4
N
g ﬁ MyDIBE MyD88
IRAKZ  IRAK IRAK
TRAFE
TAKA
NIK/MKK
IKK complex
NFkE
)
Target genes TIR module
' dd module
O IgGHike

== leucine-rich
repaats

Figura 8. Semejanza entre los receptores TOLL y el receptor de IL-1. La figura muestra la viaa de sefializacién
compartida entre los receptores tipo TOLL y el receptor tipo | de IL-1B, activando incluso los mismos genes

blanco.
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111.11.1. Factor de Necrosis Tumoral alfa (TNF-a)

111.11.2 Desarrollo histoérico: El Factor de Necrosis Tumoral-a (TNF-a), es una proteina pincipalmente
producida por macrdfagos activados; su primera fase de estudio se inicid en 1940, cuando fue
detectada en el suero de ratones tratados con endotoxina de Bacillus Calmett-Guerin (BCG). Se le di6
a conocer como una proteina productora de necrosis hemorrdgica en tumores in vivo, y citotdxica
para células tumorales in vitro, pero no para células normales. También fue descubierta como
mediador de la caquexia en animales con infecciones parasitarias, y por ello se le denomind
caquectina.

En 1985, diferentes grupos clonaron el gen que codifica para la proteina, se establecié una estrecha
relacidn con el gen de la Linfotoxina o Factor de Necrosis Tumoral B, lo que contribuyd a descubrir su
localizacién cromosdmica vy la localizacidn, asi como caracterizacion de sus receptores.

La atencidén del papel de TNF-a se ha centrado en el sistema inmune y en las reacciones inflamatorias,
descubriendose numerosas interacciones entre esta citocina y otros factores, como interferones,
interleucinas, prostaglandinas; tanto in vitro como in vivo.

También se han descrito respuestas en células del sistema inmune, macréfagos principalmente,
seguidos de polimorfonucleares, células T y B, y en otras muchas lineas celulares, también se han
estudiado los efectos del TNF-a exdégeno. En la actualidad se conocen los efectos fisiologicos de la
proteina de TNF-a y se han esclarecido sus funciones en varias patologias mediante la utilizacion de

modelos animales (como ratones atimicos y ratones transgénicos).

lll. 11.3. Estructura del TNF-a: Es una proteina de 157 aminodcidos (17Kda). La forma activa de esta
citocina es un trimero compacto formado por tres subunidades identicas de 157 aa. Todas las
secuencias de TNF-a contienen dos residuos de triptéfano conservados entre especies . El cambio de
estos residuos por fenilalanina da lugar a una reduccién en la actividad. El TNF-a humano contiene
tres residuos de histidina en posicidn 15,73 y 78; los residuos en 15 y en 78 estdn conservados, no

solo entre distintas secuencias del TNF-a, si no también en el TNF-B. La modificacién del residuo 15
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da lugar a la disminucion incluso a la pérdida de la acividad ® Yemameto etal. 1989). ot indicaria que este
aminodacido se encuentra en el sitio de unién a receptor del TNF-a, o en una posicion muy cercana a
este sitio (42, Fiers, 1991).

Para TNF-a se ha descrito una forma membranal de 26 Kda, la cual corresponde al producto no
procesado de la traduccién del ARN mensajero “ Kmegler etal. 1988). Aqamgs |a parte correspondiente al
TNF-a maduro es la que se encuentra por fuera de la célula. Se piensa que esta forma unida a
membrana es activa y responsable de la citotoxicidad celular mediada por monocitos 4 PP v Eestein,
1988) Este precursor transmembranal sufre la accién de una proteasa tipo serina 4> %™ 1989 Tampién
se ha decrito otra forma de 18.5 Kda inactiva, que presenta 10 aminodcidos mas en el extremo amino
terminal que la forma de 17Kda. Todavia no esta claro si esta forma es intermediaria en el
procesamiento, o si es un producto final > fiers 199%)

Existe una homologia clara entre la estructura primaria del TNF-a y la del TNF-B (son idénticas en un
31% y homologas en un 51%). Una diferencia es la presencia de catorce aminoacidos en la region
amino terminal del TNF-B (no presente en el TNF-a). También existen diferencias respecto a la
presencia de distintos amonoacidos: por ejemplo, el TNF-a tiene dos cisteinas (el humano, el conejo,
el murino) mientras que el TNF-B carece de ella y en su lugar aparece tirosina, ademds el TNF-p
presenta tres residuos de metionina que no tiene el TNF-a.

TNF-B presenta glucosilaciones a diferencia del TNF-a (aunque el murino, si presenta) 6 ¢reen eta, 1976).
A nivel estructural TNF-a esta constituida por laminas B plegadas antiparalelas. Existe un puente
disulfuro sencillo entre los aminodacidos en posicién 69 y 110 quedando de esta forma unidas 2
laminas beta y formandose un bucle; también se le conoce como “B-jellyroll” ( Fig. 9; #7-*ones et @k 19%0).
Este puente esta altamente conservado entre las familias de la misma molécula y, aunque favorece
su estabilizacidn no es esencial para la actividad del TNF-q & Marketal., 1987).

Tres subunidades de 157 aminoacidos se asocian fuertemente para formar un trimero con forma de

cono. La interacciéon se realiza mediante un empaquetamiento en la que una regiéon con

conformaciéon de lamina B situada en un borde del mondmero plegado se dispone cerca de otra
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regiéon en lamina B de la subunidad adyacente. Las regiones de la hoja B no implicadas en la
formacidn del trimero tienen predominantemente residuos apolares, mientras que las que lo estan
son mayoritariamente polares.

Respecto a la regién de la molécula de TNF-a que es reconocida por el receptor de mebrana de la
célula diana, se han descrito varios puntos esenciales. Por ejemplo, el cambio de la serina en la
posicion 86 por la fenilalanina da lugar a una disminuciéon de 10,000 veces en la actividad bioldgica,

sin que cambien las necesidades fisicoquimicas de la proteina.

Fig. 9. Estructura tridimensional del trimero Factor de Necrosis Tumoral-a

111.11.4. Determinacion génica del TNF-a
El gen del TNF-a (y también el del TNF-B) se localiza en el humano en el cromosoma 6, cercano al
centrémero. En esta misma regién esta el complejo mayor de histocompatibilidad (MHC), en el

extemo proximal deI brazo corto (49, Nedwin et al., 1985; 50, Strominger, 1986;

Fig. 10). Las regiones codificantes
constan de 4 exones de aproximadamente 8 Kb. Mas del 80% de la secuencia que codifica para TNF-a
maduro esta en el cuarto exdn, mientras que los exones | y Il contienen casi completamente
secuencias peptidicas anteriores. Al igual que existe homologia respecto a la secuencia de
aminodcidos, existen secuencias de nucledtidos altamente conservadas en los extremos 5’ y 3’, que

. P . .z .z 1 i ., 1992).
posiblemente estan asociadas con la regulacién de la expresion de este gen °% SPriees etal, 1992)
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Fig. 10. Localizacidon del gen de TNF-a

lll. 11. 5. Regulacidn de la expresion del gen:

a) Control transcripcional

La region de 1000 pb del extremo 5’ del gen contiene elementos regulatorios importantes que
afectan a la transcripcion del TNF-a en respuesta a varios estimulos. Aproximadamente 20 pb por
encima del inicio de la transcripcidon se encuentra la secuencia TATA, 20 pb por encima de ésta
aparece una secuencia GC (en orientacién invertida), a la que se une el factor SP-1.

Adyacente a la region TATA, a 80 pb de ésta, existe una secuencia palindrémica de 8 nucledtidos casi
idéntica al elemento sensible a AMP ciclico (CRE) encontrado en el promotor del gen de la
somatostatina. Difiere de ésta en que el dinucledtido central esta invertido (CG en lugar de GC). Esta
secuencia normalmente esta asociada con genes inducibles por AMP; sin embargo la transcripcion del
TNF-a esta inhibida por agentes que aumenten estos niveles.

Entre la region TATA y el inicio de la transcripcidn existe una secuencia muy parecida a la secuencia
concenso de unién de c-jun/AP-1, un motivo de 7 nucléotidos asociado con los promotores de genes
inducibles por ésteres de forbol. A 40 pb por encima de la regién TATA existe una secuecia con algo
menos de homologia aunque también posiblemente funcional respecto a la unién con AP-1. Otro

elemento de posible respuesta a ésteres de forbol se encuentra en la regidon de 90 a 165 pb por
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encima de la secuencia TATA. Esta secuencia podria ser la que 52 Economou y colaboradores (1989)
identificaron como sitio de unién del factor de transcripcién AP-2.

Estas secuencias, localizadas a 200 pb por encima del inicio de la transcripcién, estdn altamente
conservadas en ratén, conejo y en el humano; lo cudl indica que estos elementos regulatorios son
importantes. Ademds de estas secuencias, existen otras, cuyo papel todavia se desconoce: en la
region entre 230 pb y 650 pb por encima de la secuencia TATA existen dos motivos (también
conservados en las tres especies) que recuerdan el motivo citocina-1 presente en los promotores de
IL-2, IL3, G-CSF y GM-CSF, y que parece ser una variante del intensificador kB: a 24 pb de la secuencia
TATA aparece un decanucledtido con cierta homologia respecto a la secuencia Y de los promotores
de MHC Il, y entre 480 y 820 pb por encima de la misma secuencia TATA hay motivos semejantes a

los intensificadores kB de los genes de las inmunoglobulinas  SPriges et al. 1992)

b) Control traduccional

A nivel traduccional también existe regulaciéon: en la region 3’ no traducida identificaron en los genes
de TNF-a humano y murino un octanucleétido (TTATTTAT) presente en los genes de otras citocinas.
La presencia de esta secuencia estd asociada con la degradacion acelerada de ARN mensajero y con la

interferencia en la traduccién .

111.11.6. Induccidn de la sintesis de TNF-a por diferentes factores

El control de la produccién de TNF-a se lleva a cabo de forma especifica en cada tejido. Ademas,
existe una gran variedad de estimulos que inducen la sintesis de TNF-a. Esta produccién se ha
estudiado fundamentalmente en la linea monocito/macrdéfago, pero la expresion del TNF-a por parte
de células no hematopoyéticas también es importante, en algunas patologias.

En linfocitos, el inductor de la sintesis de TNF-a mas estudiado es el lipopolisacarido (LPS). En estas

células, la regulacién de la transcripcidn de TNF-a parece ser un mecanismo de control importante
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para la expresion de TNF-a. Generalmente existe una transcripcion basal de esta citocina, aunque se
incrementa mucho cuando el monocito se activa con LPS.

En la activacién de los monocitos por LPS estan implicadas varias vias de transduccién de sefal:
fospolipasa C (PLC), fosfolipasa A2 (PLA2), proteincinasa (PKC), flujos de Ca**, y nucleétidos ciclicos.
Entre éstas, parece que la sintesis de TNF-a precisa de la via de la PKC al menos, y depende del calcio
almacenado en la célula °% Prysdaleetal. 1983) £ c&lylas como HL-60, la induccidn de transcritos de TNF-a
por LPS estd asociada con actividad PLA2, sin que intervenga la via de la PKC.

Otro grupo de inductores de TNF-a son los ésteres de forbol. Parece que la PLA2 tiene un papel clave
en su efecto, y en algunos casos, este efecto puede ser mediado por PKC (activando NF-kB, que
regula la transcripcidon de TNF-a).

Entre otros inductores descritos, el mismo TNF-a es capaz de desencadenar su propia expresion,
tanto a nivel de ARN como de proteinas. Este efecto parece ser mediado por PLA2 y por la actividad
5-lipoxigenasa.

Respecto a la produccién de TNF-a por células no mieloides, actualmente se sabe que muchos
teijidos son capaces de expresar TNF-a constitutivamente o en respuesta a estimulos. La expresién de
TNF-a suele correlacionarse en estos tejidos con niveles celulares de ARN mensajeros de IL-1a, IL-1
e IL-16. Esto indicaria que el TNF-a actla conjuntamente con otras citocinas para controlar el

crecimiento y la funcionalidad de las células en estos tejidos.

111.11.7. Mecanismo de Accion del TNF-a. Receptores de TNF-a. El primer paso en la respuesta de
una célula es la interaccion del ligando con los receptores especificos de membrana. Los receptores
del TNF-a estdn presentes en casi todos los tipos celulares con algunas excepciones, como los
eritrocitos y los linfocitos T no estimulados. El nimero de receptores oscila entre 200 y 10,000 por
(54, Baglioni

célula. El receptor es labil metabolicamente, y tiene una vida media de 30 minutos a 2 horas

., 1 ; i L, 1 . . . . . . ;.
etal, 1987, 55, Scheurich etal, 1986). Aunque la presencia del receptor es imprescindible para el efecto bioldgico,
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no existe correlacion clara entre el nimero de receptores y el tipo de respuesta, ni con la magnitud
de ésta (56, Holtman y Wallach, 1987; 57, Tsujimoto et al., 1986)

Existen al menos dos receptores diferentes de TNF-a descritos en muchas lineas celulares: uno de
ellos de 55 Kda (TNFR55 o R1) y otro de 75Kda (TNFR75 o R2). Ambos estan N-glicosilados, pero sélo
el dltimo también estd O-glicosilado. La constante de unidn el R1 es de 0.5nM y de R2 es de 0.1nM.

El TNFR1 parece ser una proteina de 455 aminodacidos con una estructura tipica comun entre otros
receptores: presenta una secuencia hidrofébica de 220 aa. Una region transmembranal sencilla que
separa los dominios intra y extracellares y una region extracelular de 182 aa. EIl TNFR2 tiene 174 aa en
la regién intracelular y 235 aa. en la extracelular.

Las secuencias extracelulares de ambos receptores estan relacionadas: cada una contiene cuatro
motivos de aproximadamente 40 residuos y cada uno de ellos presenta 6 residuos de cisteina
(algunos 4). Respecto a los dominios intracelulares, aparentemente no existen homologias claras
entre ambos receptores, ni tampoco respecto a otros receptores. Sin embrago en ambos existe un
alto contenido en prolinas y serinas en la regidn citoplasmatica.

El TNFR1 estd ampliamente distribuido y aparece en células epiteliales y fibroblastos, entre otras
células. EI TNFR2 tiene una localizacién mas restringida a las células de origen hematopoyético.

El TNF-a y el TNF-B se unen a ambos tipos de receptores, pero este ultimo lo hace con menor afinidad
(58, Locksley et al, 1987 Ademds, la unién del TNF-a a sus receptores no es especifica de especies, aunque
existe cierta preferencia por su especie celular homologa &% S™th etal 1986 Aynque el TNF-ay el TNF-B
se unan a los mismos receptores la respuesta no es idéntica, ni cualitativa ni cuantitativamente en la
mayoria de los casos. Por ello “? Fiers (1991) indica que es posible que las moléculas de los
receptores estén asociados a proteinas accesorias y que la interaccidn con el TNF-a genere muchas

sefiales, algunas no ejercidas por el TNF-B. Alternativamente existe la posibilidad de un tercer tipo de

receptor.
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La union del TNF a los receptores puede ser inhibida por activadores de la PKC, quizd debido a la
fosforilacién de estos o una disminucién en el nimero de receptores. Por el contrario el AMP ciclico

incrementa la cantidad de R2, al menos en algunas lineas celulares .

111.11.8. Senalizacion Canodnica del TNF-a

Las actividades de TNF-a se llevan a cabo cuando esta proteina induce la trimerizacién de su receptor
(ya sea tipo | o tipo II) momento en el que se inicia la transduccién de la sefial. Actualmente se dice
gue los receptores se agrupan dentro de una superfamilia que es definida por su arquitectura rica en
cisteina en la regién de unién del ligando. El receptor tipo | es el dominante en la sefalizacidn, puede
activar apoptosis y al factor de transcipcion nuclear kappa B (NF-kB). El tipo Il puede ejercer
actividades en los linfocitos como la activacién de NF-kB, o bien participar como un receptor auxiliar

en la sefializacién TNF-receptor tipo I.

La identificacion de algunas proteinas asociadas a los dominios intracitoplasmaticos del receptor han
empezado a descubrirse y se ha avanzado en el area de la sefializacidn, poniendo énfasis en dos

diferentes complejos de proteinas asociadas a los receptores de TNF, (Fig. 11).

111.11.9. Complejo de Seiializacién TNF Receptor 2

Las proteinas que forman parte del complejo de sefializacién 2 son TRAF1 y TRAF2 con 45 y 56 kd
respectivamente. Ambas tienen un carboxilo terminal conservado de 230 aminodcidos. El dominio
TRAF puede ser subdividido en dos subdominios TRAF-N y TRAF-C, con una homologia del 33% y una
identidad de secuencia del 63%. TRAF1 y TRAF2 pueden formar homodimeros y heterodimeros, pero
solo TRAF2 interactta con el receptor tipo Il. La expresion de TRAF2 es ubicua mientras que la de

TRAF1 es tejido especifica.

Otras proteinas de 68 y 66 kd fueron purificadas y se les llamd proteinas inhibidoras de apoptosis c-
IAP1 y c-IAP2, respectivamente. Estas proteinas protegen contra la muerte celular a las células, el

ARN mensajero de c-IAP1 es expresado en todos los tejidos mientras que c-IAP2 se expresa
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preferencialmente en células del sistema inmune. TRAF2 puede activar la sefializaciéon del amino

terminal de la cinasa Jun (JNK).

El receptor tipo Il de TNF, TRAF1, TRAF2, y las c-IAPs forman el complejo de TNF Receptor 2 cuando

se sobreexpresan en un complejo independiente del ligando

(60 Jupp et al., 2001)

111.12. Complejo de Sefializacion TNF Receptor 1

El receptor tipo | contiene un dominio de muerte de aproximadamente 80 aminoacidos en el

dominio intracitoplasmatico que sefializa para apoptosis y activacion de NF-xB. Las proteinas que se

purificaron son TRADD por sus siglas en inglés (TNF receptor-associated death domain), de tamafio

molecular de 34-kd.

Otras proteinas son: TRAF2, FADD (Fas-associated death domain) y (receptor interacting protein) RIP.

La proteina FADD recluta a la caspasa 8 al complejo de sefializacidén de Fas; asi la caspasa 8 inicial la

muerte celular programada via Fas. SODD, (silencer of death domains), proteina de 60-kd puede

asociarse al dominio de muerte del receptor tipo | de TNF y este mecanismo previene la agregacion y

la sefializacién del receptor. SODD interactia con el receptor tipo | en condiciones fisioldgicas

normales (61, Goeddel, 1999).
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Fig. 11. Ruta de sefializacién de TNF-a.
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IV. ANTECEDENTES

Papel de IL-1B y TNF-a en cicatriz hipertroéfica

Desde que ‘*® Mancini y Quaife en 1962 y *® Peacock et al., en 1970, definieron a la cicatriz
hipertréfica, como una cicatriz excesiva que sobresale encima del nivel cutdneo y cuyos limites se
mantienen confinados dentro de la lesidn original; se ha pretendido estudiar la fisiopatologia de estos
desordenes fibroproliferativos.

Actualmente existe una gran cantidad de informacién en la literatura, que relaciona la formacién de
cicatrices hipertréficas con una prolongada y/o exagerada fase inflamatoria, es bien conocido
entonces que estas cicatrices hipertréficas presentan un infiltrado inflamatorio abundante, una
sobreexpresidon de moléculas de adhesidn celular, diapédesis de mas células inflamatorias y por lo
tanto un incremento en la sintesis de citocinas profibrogénicas, lo que a su vez se traduce en un
aumento en la presencia de matriz extracelular.

Este aumento en la matriz extracelular puede deberse a un incremento en la sintesis de coldgena,
fibronectina y otros proteoglucanos, o bien se cree puede deberse a una disminucién en la
degradacion de estas proteinas de matriz con una alteracién en la remodelacién de las mismas %™

etal., 2002).

) Castagnoli y colaboradores (1993) decidieron analizar algunas

En los afios noventas
citocinas que ya se conocia podian participar en enfermedades dermatoldgicas, asi como investigar,
que células eran las encargadas de producir citocinas que pudieran tener acciones autdcrinas o
pardcrinas en las cicatrices normales e hipertréficas. De esta forma encontraron que los factores de
necrosis tumoral a y B (TNF-a y TNF- B) son producidos por células del infiltrado inflamatorio en
pacientes que habian sufrido dafio tisular por quemadura y que presentaban secuelas hipertréficas.
Sorprendentemente las células del infiltrado inflamatorio (macréfagos y linfocitos T activados,
principalmente) expresaron poca cantidad de la proteina del factor de necrosis tumoral a en las

cicatrices hipertréficas al hacer una comparacion con las cicatrices normales. Estos datos fueron

confirmados por el mismo grupo de investigacidn y para los mismos pacientes mediante la técnica de

- 36 - M. en C. Luz Alcantara




Antecedentes

PCR reversa, demostrando que efectivamente existia una disminucién no sélo en la proteina si no
también en los niveles del ARN mensajero de TNF-a, lo cudl propusieron se debia a una biosintesis
alterada 6 a una disminucion en el nivel de transcripcién basal del mensajero (& Peruccio etal, 1994).
Siguiendo con sus investigaciones (66) Castagnoli y colaboradores en 2002, propusieron que los
procesos inmunolégicos tales como infiltracién de linfocitos T activados y la produccién alterada de
citocinas eran causa importante en la formacién de cicatrices hipertréficas. En 1998 © Stella et al.,
demostraron que existia una interaccién entre las células residentes de la piel y las células del sistema
inmune cutaneo, ddndole mayor importancia al sistema inmune cutdaneo como el factor encargado de
la génesis de las cicatrices hipertroéficas.

Este grupo de investigacion se basé en estudios anteriores del doctor ®® Jan de Bos (1997), quién
habia propuesto junto con su equipo de investigacion, el término “sistema inmune de la piel” 6 SIS
por sus siglas en ingles "skin immune system" para describir la compleja red de interacciones de las
células de respuesta inmune y de los factores humorales que existen en la piel normal. Ellos también
habian identificado y propuesto el término de queratinocitos activados, ya que las definieron como
células que expresan moléculas de adhesion, receptores y capaces de presentar antigenos. También
describieron la unidad perivascular dérmica conformada por fibroblastos, células endoteliales,
macroéfagos, y dendrocitos como un importante sitio de reactividad inflamatoria e inmunoldgica.
Propusieron que las células de Langerhans y los linfocitos T son bdsicos en la inmunidad de la piel y
que las células derivadas de la piel no hematopoyéticas pueden producir bajo estimulacién un gran

©7) stella y colaboradores (1998) dieron a conocer que

panel de citocinas. Por lo anterior
efectivamente el sistema inmune cutdneo estaba participando en la formacion de las cicatrices
hipertrdéficas, encontrando un mayor componente de linfocitos T activados con moléculas de
expresion CD3, CD4 y CD8 positivas y propusieron que los linfocitos CD4+ son células encargadas de

expresar citocinas localmente y de forma transitoria, estas citocinas podrian entonces interactuar con

sus receptores especificos en diferentes células. En esta misma cita comprueban que existe una
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disminucidn significativa en la sintesis de la proteina de TNF-a en las cicatrices hipertréficas (activas y
en remisidn) al compararlas con cicatrices normotréficas.

Unos afios mas tarde Zhang et al en el 2004, investigaron el papel del mensajero de TNF-a en la
cicatriz hipertréfica utilizando la metodologia de RT-PCR semicuantitativo midiendo la expresién del
mensajero en diferentes tiempos de evoluciéon en la cicatriz hipertréfica. Ellos encontraron un
incremento significativo (P < 0.01) del ARN mensajero conforme la cicatriz hipertréfica consiguid
madurar, o evolucionar. Sin embargo, el cociente del mensajero de TNF-a / mensajero B-actina fue
inferior en la cicatriz hipertréfica que en la cicatriz normal. Estos resultados sugirieron que TNF-a
podia tener un importante papel en la regulacién de la cicatrizacién normal, y que la cicatriz
hipertroéfica puede resultar de una carencia de este factor.

Al mismo tiempo que se investigaba el papel de las citocinas in situ, también se investigaba el papel
de los efectos bioldgicos del Factor de Necrosis Tumoral a y de Interleucina 1P, al ser agregados a
cultivos celulares primarios de fibroblastos provenientes de cicatrices hipertrdficas. 70 Kitzis y
colaboradores (1999) encontraron que al agregar TNF-a exdgeno de forma continua (durante 72 h) y
de forma transitoria (durante cada hora) observaban una inhibicién en la acumulacién de la colagena
secretada, las dosis del factor probadas fueron de 0, 1 y 2 ng/ml durante 0, 1, 4, y 72 horas. La
disminucién en la acumulacién de colagena observada fue dosis dependiente. Proponiendo que una
de las funciones bioldgicas de TNF-a, es desactivar la sefial de cicatrizacion, partiendo del supuesto
que el tiempo de exposicidn al TNF-a y el tiempo después del dafio tisular no es critico para observar
el efecto de inhibicion de la sintesis de colagena causado por TNF-a.

71) Feng et al, un afio mas tarde (2000), confirmaron que los fibroblastos derivados de cicatriz
hipertroéfica, al entrar en contacto con una alta concentracién de TNF-a 1,000 U/ml, disminuyen su
actividad celular; en esta investigacién se compararon los fibroblastos derivados de piel normal
versus los fibroblastos derivados de cicatrices hipertroficas, observando que su actividad celular se

incrementa en la piel normal al ser expuestos a TNF-a exégeno.
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2 yang D, et al (1999) midieron los efectos de IL-1B exdgeno en la sintesis de coldgena y en la
sintesis de dcidos nucleicos en fibroblastos derivados de cicatriz. Encontrando que IL-1 puede
disminuir la sintesis de colagena y la cantidad de acidos nucleicos en los fibroblastos. Confirmando
que IL-1B es una citocina con un efecto down regulatorio (a la baja) en la formacién de la cicatriz y
gue podria tener un papel importante en su prevencion. (3) Guan B et al., 2001 también estudiaron el
papel de la actividad bioldgica de IL-1B en fibroblastos cultivados de cicatriz hipertréfica y de piel
normal, en presencia exégena de la citocina, encontrando que los dos tipos de fibroblastos presentan
caracteristicas diferentes; esto debido a la diferencia en la expresién de las proteinas Bax y Bcl-2. La
apoptosis ocurria en los dos tipos de fibroblastos al estar en presencia con IL-1B, sélo que en el caso
de las cicatrices hipertréficas era mds evidente y severa la muerte celular, aunque no habia cambios
en el cociente Bax/Bcl-2 en las cicatrices hipertréficas, en cambio en piel normal el cociente es
menor.

Por otro lado, se sabe que las cicatrices hipertréficas presentan una proliferacién y diferenciacion
anormal de los queratinocitos y frecuentemente se observa un incremento en la acantosis
(engrosamiento de la capa cérnea), ademas una produccion alterada en los factores de crecimientos
secretados por los queratinocitos, se habia pensado podia ser el origen de la cicatriz hipertréfica Se
habia planteado la posibilidad de que un aumento en la secrecion de IL-1a podria disminuir el
catabolismo (transformacién de moléculas organicas complejas en moléculas sencillas) en la matriz
dérmica, o bien que una disminucién en la secrecidn del factor de crecimiento derivado de plaquetas
podria también conducir a una incrementada formacién de matriz dérmica. Asi, en 2001 " Niessen y
colaboradores cuantificaron interleucina 1la y 1B, el factor de necrosis tumoral a, entre otras
citocinas por medio de inmunohistoquimica. Sus biopsias fueron clasificadas como cicatrices (HH)
hipertrdficas, cicatrices normales (HN) y cicatrices que se mantuvieron normales hasta los doce
meses después de la toma de la biopsia (NN). El tiempo de evolucién de las cicatrices analizadas fue
variable entre 3 y 12 meses, encontrando que la expresidn epidérmica de IL-1a fue significativamente

incrementada en las cicatrices (NN) que se comportaron normales hasta los 12 meses, comparadas
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con las que comenzaban a ser normales (HN) y las hipertréficas (HH) a los 3 y 12 meses después de la
toma de biopsia. En la dermis no hubo diferencias. IL-1B, TNF-a, no mostraron diferencias

significativas, por lo que no pudieron concluir nada contundente. Asimismo (79)

Bellemare vy
colaboradores (2005) cuatro afios mas tarde propusieron un modelo de ingenieria tisular para poder
observar si la epidermis podia ser quien promovia la fibrosis dérmica. Estos equivalentes de piel se
construyeron usando tres diferentes tipos de fibroblastos dérmicos (Wmyo) de cicatriz normal,
(Hmyo) de cicatriz hipertréfica y (Fb) de piel normal. Y dos tipos de queratinocitos, de piel normal
(NK) o de queratinocitos hipertréficos (HK). Se observo que en ausencia de queratinocitos, los
fibroblastos de cicatriz hipertréfica formaron una dermis gruesa, y cuando se co cultivaron con
queratinocitos de piel normal el grosor fue menor. Sin embargo cuando se cocultivaron con
gueratinocitos hipertrdficos hubo un aumento significativo en el grosor de la dermis en conjunto con
fibroblastos normales, fibroblastos de cicatriz normal y fibroblastos de cicatriz hipertroéfica. Estos
resultados se correlacionaron con la secrecién de coldgena, MMP-1 y proliferacidn celular. Por lo que

es concluyente que los queratinocitos participan en el desarrollo de las fibrosis patoldgicas por

influencia de las células dérmicas.

Las cicatrices hipertréficas usualmente son tratadas por compresion eldstica, resolviendo la cicatriz
en un 60-85%, pero su mecanismo de accién es pobremente entendido; se cree que la compresidon
produce apoptosis y liberacién de citocinas. Por lo que el grupo de ® Reno et al, (2005) midieron
apoptosis y secrecion de citocinas liberadas al medio en cultivos in vitro de biopsias de pacientes
sometidos a compresidn. En ausencia de compresién las células apoptéticas estuvieron presentes en
la dermis de cicatriz normal y de cicatriz hipertréfica, aunque menor en nimero en estas Ultimas.
Después de la compresidn mecdnica (presidon constante de 35 mmHg por 24 horas, se incremento el
numero de células apoptdticas en ambos tipos de cicatrices. Por lo que respecta a las citocinas, la
secrecion de IL-1B no fue detectada en cicatrices normales por la técnica de Elisa en condiciones

basales, pero si en cicatrices hipertroficas. Después de la compresion la secrecion de IL-1 B
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(7.72 £ 0.2 ng/g) aumentd al doble en ambos tipos de cicatrices. Se midié la concentracién basal de
TNF-a en cicatrices normales (8.52 + 4.01 ng/g) por ELISA y después de la compresién no se modificd
su liberacidn (12.86 £ 7.84 ng/g). La concentracién basal de TNF-a medida por ELISA en cicatrices
hipertroéficas fue significativamente mas alta al compararse con las muestras de cicatrices normales
(14.74 £ 1.42 ng/g) vy la secrecion de TNF-a disminuyd después de la compresién (3.52 + 0.97 ng/g).
Estos autores piensan que durante la regresién del tejido de granulacion en el proceso de
cicatrizacion de una piel normal existe apoptosis y que la elastocompresién en los pacientes con
cicatriz hipertréfica provocaria un efecto similar, y que al inducir apoptosis de los fibroblastos en las
secuelas., estas pueden resolverse. Por otra parte, se observé una modulacion de la liberacién de IL-
1B y de TNF-a debido a la compresién mecanica por lo que es probable que estas citocinas puedan
inducir regresion de la hipertrofia.

Recientemente se publicé en el J Invest Dermatol, 2007 V77 Goldberg etal, 2007) 6 |5 cicatrizacién anormal
abarca un amplio espectro de heridas, desde las crénicas hasta las cicatrices hipertréficas, donde se
ha asociado a estas condiciones un perfil anormal de secrecidén de citocinas en el lecho de la herida.
Se cultivaron fibroblastos bajo estimulacion de TGF-f y TNF-a, encontrando que TGF- incrementa la
expresion de la proteina a-actina de musculo liso y TNF-a disminuye la expresion basal de a-SMA.
Cuando a los cultivos se les adicioné ambos factores la expresion de a-SMA fue suprimida por debajo
de la linea basal. El PCR tiempo real mostré que TNF-a disminuyd el ARN mensajero de a- SMA,
coldgena tipo 1, y fibronectina (genes caracteristicos del fenotipo miofibroblastoide) de los
fibroblastos inducidos a diferenciaciéon a miofibroblastos mediante la estimulacién de TGF-1. TNF-a
también inhibid la fosforilacion de Smad 3 via la sefializacion del amino terminal de la cinasa Jun.
Ademas, disminuyd la rigidez y contraccion de los geles de colagena en los cudles estaban sembrados
después de 5 dias de cultivo. Los cambios en la expresion de a-SMA, coldgena, y fibronectina dan
como resultado una disminucion en la rigidez y contraccion de las matrices de colagena. Por lo tanto,
el balance de las citocinas en las heridas define las propiedades mecanicas de la matriz extracelular

para una éptima cicatrizacion.
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V. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

La fibrosis cutdnea es un proceso reparativo normal que ocurre tras dafo tisular, si no termina de
forma ordenada resulta en el desplazamiento del tejido funcional normal por una cantidad excesiva
de matriz extracelular produciendo la disfuncién del tejido y érgano.

Se han cuantificado la expresién de varias citocinas en los procesos reparativos de la piel, donde el
balance de las citocinas en general para todo tipo de heridas se ha considerado un factor clave para
una Optima cicatrizacién. Por lo que es posible considerar que los mensajeros de IL-1 B y TNF- a

podrian estar expresados de forma tal que favorezcan la biogénesis de la cicatriz hipertréfica.

VI. JUSTIFICACION.

La cicatriz hipertrdfica es una secuela que involucra inflamacién crénica como consecuencia de un
cierre tardio que conlleva al depdsito excesivo de componentes de matriz extracelular por células
tales como fibroblastos y miofibroblastos. A la fecha se han realizado gran cantidad de trabajos de
investigacion al respecto, con la finalidad de conocer el punto del desequilibrio y la posible
terapéutica. Por lo anterior, se propuso evaluar la participacion de los ARN mensajeros de IL-1B y
TNF-a, tanto en epidermis como en dermis, ya que ambos mensajeros parecen tener un papel crucial

en la inflamacién aguda y crdnica, asi como en el recambio de la matriz extracelular.
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VII. HIPOTESIS.

En las muestras de piel de pacientes con cicatriz hipertréfica estard incrementada la expresidn de los
mensajeros de IL-1B y TNF-a en comparacién con las muestras de piel de pacientes con cicatriz

normotroficas o con piel normal.

VIII. OBJETIVO.

Evaluar la expresion de los ARN mensajeros para IL-13, TNF-o. en biopsias de piel normal, cicatriz

normotrofica y cicatriz hipertréfica posquemadura mediante hibridacion in situ.
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IX. METODOLOGIA
El protocolo fue aprobado por la "Comisién de Investigacién y Etica" del CMN "20 de Noviembre" del
ISSSTE; con el nimero de registro: 1B/4-02. El tipo de investigacidn que se realizd fue Experimental,

Transversal, Prospectiva, Comparativa, Abierta.

IX.1. Obtencidn del material biolégico

Las muestras bioldgicas se obtuvieron de dos campafias de cirugia extramuros, coordinadas por el
Doctor Marco Antonio Marin (Asociacién Mexicana de Quemaduras AC) una se llevé a cabo en
Morelia Michoacadn y otra en Tamaulipas. Los pacientes firmaron el consentimiento informado
(Apéndice) y se tomo una historia clinica disefiada especialmente para este protocolo de cicatrices
patoldgicas (Apéndice). Las biopsias de los pacientes se clasificaron en tres grupos principales:

a) Grupo experimental, el cual consistié en la toma de biopsias de 15 pacientes, indistintos del sexo,
con cicatriz hipertréfica posquemadura de mds de un aino de evolucién, que acudieron al servicio de
cirugia pldstica para la reseccidn de la cicatriz.

b) Grupo testigo numero 1., el cudl consistié en la toma de biopsia de 17 pacientes, indistintos del
sexo, con cicatriz normotréfica de mas de un aifo de evolucién, que acudieron al servicio de cirugia
plastica para la reseccién de la cicatriz o bien aceptaron donar una biopsia de 6mm? de didmetro para
su estudio.

c) Grupo testigo numero 2., el cudl consistid en la toma de biopsia de 11 pacientes, que algunas veces
coincidié con la biopsia de los mismos donadores de cicatriz, relacionados por edad, sexo y
topografia; o bien pacientes que accedieron a donar una biopsia de piel normal de 6mm? de

didmetro, que nos permitieron tener una referencia de las caracteristicas de normalidad.

Las biopsias se colocaron en tubos Falcon de 15 ml con aproximadamente un volumen de 2:1 de ARN
later (Ambion, 7024), medio que nos permitié la transportacién de las biopsias al laboratorio de

Tejido Conjuntivo en el Distrito Federal. Una vez en el laboratorio la biopsia se fragmento en tres
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partes iguales, un fragmento de 2 mm? se proceso para técnica histoldgica de rutina y un posterior
anadlisis dermatopatoldgico. Este analisis se realizé en el servicio de Dermatopatologia en el Hospital
General de México, con la ayuda de la Dra. Patricia Mercadillo y el Dr. Luis Miguel Moreno. Los otros

dos fragmentos de 2 mm? se procesaron para hibridacion in situ.

IX.2. Hibridacidn In situ para detectar a los ARN mensajeros de IL-13 y de TNF-a

Fundamento: La hibridaciéon in situ es una poderosa herramienta para estudiar la localizacion
anatomica de ARN mensajeros y la expresion de uno o varios genes. Sondas de tipo complementario
a ARN (cRNA) y a ADN (cDNA) son usadas para la deteccion de transcritos en nucleos pequefios e
incluso en cultivos celulares. Para detectar la expresidn de un transcrito, la sonda es marcada con
diferentes reporteros (DIG, S*, Biotina, etc.) y puede o no combinarse con otras sondas para dobles
hibridaciones in situ.

Para medir la expresion de los genes de IL-1B y de TNF-a in situ, asi como localizar los tipos celulares
encargados de la sintesis de ARN mensajero para dichos genes. Se utilizaron sondas sintetizadas
qguimicamente (oligonucleétidos), los cudles se disefiaron para alinear con las secuencias
complementarias a los genes de interés. Las sondas se compraron a la compafiia GeneDetect®,
GD1104-0OP IL-1B8 humano, GD1177-OP TNF-a humano y GD5000-OP -actina humano como control
positivo. También se usaron sondas oligo dT, como control positivo (GD5000-0P).

Debido a la necesidad de encontrar un tejido control positivo, se obtuvieron dos muestras de
pacientes de la clinica de Periodoncia de la Facultad de Odontologia de la UNAM, con diagndstico de

gingivitis, proporcionados por la Dra. Irlanda Barrdn.

La técnica de hibridacion in situ se estandarizé y se realizé en el laboratorio del Dr. Marco Cerbdn con
asesoria de la Dra. Adriana Mendoza (Facultad de Quimica, UNAM). El protocolo fue el siguiente: se
realizaron cortes histoldgicos de 5 um en condiciones libres de dnasas y rnasas (Fluka 83930), las

laminillas se desparafinaron durante 10 minutos a 60 °C, se colocaron en xileno y alcoholes graduales

= 45 - M. en C. Luz Alcantara




Metodologia

(100, 95 y 50%) para rehidratar el tejido por 5 minutos. Posteriormente se sumergieron las laminillas
en agua libre de dnasas y rnasas (Gibco, 10977) por 5 minutos mas y al termino de este se colocaron
en HCl 0.2N (Merck 10114) a temperatura ambiente para remover proteinas; una vez mas se
colocaron en agua destilada libre de dnasas y rnasas durante 5 minutos.

Las laminillas se colocaron en una digestidon enzimatica con proteinasa K (1pg/ml, Sigma 2308) en
0.05M Tris-HCI (Sigma, T1535) pH 7.4 por 5 minutos a temperatura ambiente y se lavaron en agua
destilada suplementada con DEPC (Fluka, 32490) por 5 minutos. Posteriormente se transfirieron las
laminillas a una agitaciéon constante en 0.1M de TEA (Sigma T1377) y se le adiciono 4cido acético
anhidrido (Sigma, A6404) por 5 minutos.

La solucidn de equilibrio consistié en formamida 100% (Promega H5052), 2M Na Cl, 1M Tris-HCI, pH
7.4, 0.5M EDTA, 1.59 M DTT (Sigma, D8906), 52 pg/ ul heparina (Biochemika, 51550) en agua DEPC
(Invitrogen 750023). Después se pre-hibrido durante una hora, y se hibrido durante toda la noche con
sondas ajustadas a 10 ng/ml en una solucién que consiste en 50% formamida, 5x solucién denhardt’s
(Sigma D2532), ARN transferencia (Sigma, R5636), 10% dextran sulfato (Sigma, D8906) and 500 pg/ml
ADN de esperma de salmoén desnaturalizado (Sigma, 15632-011). Finalmente, se le agrego el DTT a la
solucidn de prehibridacién a una concentracién de 10 mM. La temperatura de hibridacién para todos
los casos fue de 35°C.

Al siguiente dia las laminillas se lavaron en condiciones astringentes para reducir la sefial no
especifica o el background, se lavd secuencialmente en 2x buffer de citratos salino (SSC) a
temperatura ambiente por una hora, 1x SCC a temperatura ambiente por una hora, a 37°C en SSC
0.05 X durante 30 minutos y a 0.05 X a temperatura ambiente otros 30 minutos. Para la deteccidn
inmunoldgica se lavaron las laminillas en 100mM Tris-HCl, 150mM NaCl pH 7.5 durante un minuto a
temperatura ambiente y después se colocaron en solucidon de bloqueo durante 30 minutos, la cual
consistia en 100 ul suero normal de cabra (Sigma, G9023), 1.5 pl Triton x-100 (Fluka, 93446), 100mM
Tris-HCl y 150mM NaCl pH 7.5. La deteccién final se hizo colocando una gota de anticuerpo

conjugado-HRP durante 4 °C toda la noche (Cat. no. HKD47 Rembrandt).
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Al tercer dia se lavaron las laminillas en 100mM Tris-HCl y 150mM NaCl pH 7.5 durante un minuto y
se le agrego al tejido 100 pl de solucion de AEC (aminoetilcarbazol, Sigma A6926) y se incubaron
durante 10 minutos en oscuridad. Se lavaron en agua destilada y se les aplico de 2 a 3 gotas de
hematoxilina (Sigma, MHS32) durante 10 minutos. Se montaron con Crystal mount (Biomeda M02) y

Clarion (Biomeda, M05).

IX.3. Laminillas.

Se tomaron microfotografias con el microscopio Leica, y cdmara Nikon a diferentes aumentos (X20 y
X40), y con el Microscopio Zeiss Axio Imager Z.1 (X20, X40 y X100), el programa Axio Vision v. 4. 8. 1.
Se realizdé el conteo de la marca positiva de la hibridacidn in situ en el programa de analisis de
imagenes Image Pro Plus v. 5. 1. Media Cibernetics.

Brevemente se realizd una segmentacién digital separando la epidermis de la dermis, se contaron
nucleos en morado (hematoxilina) y la marca roja de la sonda hibridada. Se saco el porcentaje en

nucleos, porcentaje total del tejido y el porcentaje de la marca.

IX.4. Analisis de datos.
El analisis de datos se realizd con el programa Prism 5 Statistics, para comparar los datos entre los
tres grupos de pacientes. Se realizaron pruebas paramétricas (ANOVA) y no paramétricas (Kruskal

Wallis).
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X. RESULTADOS

X.1 Pacientes

De los 43 pacientes incluidos en esta investigacion de tipo experimental, transversal, prospectiva,

comparativa y abierta, 2 pacientes donaron fragmentos de piel normal al ser sometidos a una

abdominoplastia y 9 donaron un fragmento de piel normal al ser intervenidos quirdrgicamente para

el tratamiento de sus cicatrices. Quince (15) muestras fueron de pacientes con presencia de cicatrices

hipertrdficas, las cuales se definieron como lesiones eritematosas, con presencia de prurito, con o sin

dolor, elevadas por la produccion de matrices extracelulares y confinadas al sitio de la lesion. Sin

embargo algunos pacientes no presentaron cambios de coloracidn evidente, y/é presencia de prurito.

Las cicatrices normales se definieron como lesiones planas y suaves, obteniéndose 17 muestras de

este tipo.

Tabla 4. Caracteristicas clinicas de los pacientes

1 16 F PN Cara

2 17 M PN SD

3 37 F PN Cara

4 50 M PN Abdomen

5 27 F PN Cara

6 15 F PN abdomen

7 4 F PN Ingle

8 11 M PN pierna izquierda

9 26 F PN Cara

10 54 M PN espalda

11 49 F PN parpado
I Y A I

1 27 F NSc cara, nevo

2 26 F NSc region maxilar
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3 28 F NSc SD

4 35 F NSc SD

5 37 F NSc SD

6 3 F NSc SD

7 15 F NSc mejilla izquierda
8 16 M NSc axila derecha
9 4 M NSc mano
10 18 F NSc hombro

izquierdo
11 9 M NSc antebrazo
izquierdo

12 13 F NSc mano
13 4 F NSc mano
14 12 F NSc pierna
15 8 F NSc SD
16 3 F NSc SD

17 12 F NSc mano

A R N L e

1 15 F HSc SD

2 16 F HSc SD

3 19 F HSc brazo

4 22 M HSc pierna izquierda
5 16 F HSc SD

6 14 M HSc oreja izquierda
7 14 M HSc mejilla derecha
8 8 F HSc gluteos

9 12 M HSc popitleo

10 13 M HSc SD

11 22 F HSc espalda

12 22 M HSc pierna izquierda
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13 10 F HSc Pierna izquierda
14 4 M HSc brazo derecho
15 SD M HSc SD

PN, piel normal; HSc, cicatriz hipertrofica; NSc, cicatriz normotréfica; SD, sin determinar.

X.2. Andlisis histopatolégico

Histolédgicamente se analizé el infiltrado inflamatorio observandose poca variacién en las biopsias de
piel. En la piel normal (Fig. 12A) se observé un escaso numero de linfocitos alrededor de los vasos
sanguineos dérmicos 8 Kenitakis et al, 2005 £y |5 cicatrices normotréficas (Fig. 12B, Tabla 5) y en las
cicatrices hipertroéficas (Fig. 13A, B, C; Tabla 6) se observd un leve infiltrado inflamatorio dérmico,
formando grupos de células perivasculares en la dermis superior y ocasionalmente en la dermis
profunda, asi como células dispersas entre las fibras de colagena.

El infiltrado inflamatorio predominante fue linfocitario con ocasionales células histiociticas
(macroéfagos) o tipo epiteloides entre las fibras de colagena (Fig. 12B). La epidermis en general no se
vio afectada, sélo en algunos casos las pdpilas dérmicas estuvieron mas profundas en las cicatrices
hipertréficas (Fig. 13C) y con signos de espongiosis en cicatriz normotréfica (Fig. 12B) e hipertroéfica
(13C). Asi mismo en la cicatriz hipertrofica de dos pacientes se observé una diferente localizacion del

infiltrado inflamatorio con reminiscencias de anexos cutdneos y con una moderada acantosis en la

epidermis.
Tabla 5. Analisis histopatolégico del infiltrado inflamatorio en cicatriz normotroéfica
No. Pacientes %
Leve 11 100
Perivascular 5 45.45
Intersticial 5 45.45
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No valorable

9.10

Sélo una biopsia de cicatriz hipertréfica (Tabla 6) se caracterizd por un infiltrado inflamatorio

moderado, presentando linfocitos alrededor de los vasos sanguineos y células histiociticas

(macrdfagos) entre las fibras de coldgena. La epidermis generalmente no se vio afectada aunque a

veces se observo un grado medio de exocitosis y/é espongiosis pero no contenian queratinocitos

necroticos.

Tabla 6. Analisis histopatoldgico del infiltrado inflamatorio en cicatriz hipertréfica

No. % No. %
Pacientes Pacientes
Leve 8 88.8 Moderado 1 111
Perivascular 4 44.4 Perivascular 0 0
Perivascular, periadnexial 2 22.2 Perivascular, periadnexial 0 0
Perivascular, intersticial 1 11.1 Perivascular, intersticial 1 11.1
Intersticial 1 11.1 Intersticial 0 0
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Fig. 12. En A se observa una fotomicrografia de una piel normal donde la epidermis (E) no presenta cambios histoldgicos, en
la capa mas superficial de esta se encuentra la queratina (Q). Por debajo de la Epidermis (E) también puede observarse la
dermis papilar (DP) y la reticular (DR) en donde las fibras de coldgena (FC) estan bien organizadas. Las células del infiltrado
inflamatorio (Cll) también presentes en una piel normal se caracteriza por escasos linfocitos. En B biopsia de cicatriz
normotrdfica, en la epidermis (E) se observa una leve espongiosis y en la dermis un leve infiltrado inflamatorio (Cll), donde
predominan linfocitos y con ocasionales macréfagos en la unidad perivascular dérmica. Las fibras coldgenicas (FC) en

general bien orientadas. La barra representa 100um, (40 X).
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Figura 13. En A predominan las células del infiltrado inflamatorio (Cll) y la arquitectura tisular se pierde por las fibras de
coldgena (FC) localizadas en espiral en la dermis reticular (DR). En B la cicatriz hipertréfica de otro paciente presentd un leve
infiltrado inflamatorio y la epidermis no mostré cambios contundentes. Sin embargo en C en la epidermis de otro paciente
con cicatriz hipertréfica se observan las capas normales de una epidermis (C) capa cérnea, (G) capa granulosa, capa espinosa
(E) y la capa basal (B), en la capa espinosa existen signos de vacuolizacién en los queratinocitos. En la dermis papilar se

observan vasos sanguineos (VS) y Cll dentro de estos. La barra representa 100um.
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X.3. Hibridacidn in situ para detectar a los ARN mensajeros de IL-1B y de TNF-a

Se realizaron las hibridaciones in situ para los diferentes pacientes, como se explica en la parte de
metodologia. Cinco (5) muestras de piel normal (PN), once (11) muestras de cicatriz normotréfica
(NSc) y once (11) muestras de cicatrices hipertroficas (HSc) se clasificaron por sexo y edad,
correlacionando con la regién corporal de donde se tomé la muestra para observar si existiese una
relacidn con la expresién de los mensajeros de IL-1B y TNF-a. No se encontré ninguna correlacion al
aplicar el estadistico PRISM 5 Statics.

Posteriormente se realizo una cuantificacion de la expresion del ARN para epidermis y otra para
dermis con el programa IMAGE PRO PLUS, se contaron los nucleos, el area del tejido positiva a la
marca y los nucleos positivos, se obtuvo un porcentaje y finalmente una relacién ARN/N, donde N es
el nimero de nucleos. Y se realizé el andlisis estadistico utilizando con PRISM 5 Statics, a través de
estadistica de comparacion, para 3 o mas grupos (Kruskal-Wallis), se utilizaron intervalos de confianza
del 95% y un nivel de significancia de 0.05. También se realizo la prueba de Dunnet’s para identificar

la significancia entre los grupos. Los datos obtenidos se resumen en la siguiente tabla:

Tabla 7. Cuantificacion del ARN mensajero de IL-1B expresado en las biopsias de piel normal (PN), cicatriz

normotroéfica (NSc) y cicatriz hipertréfica (HSc).

DERMIS IL-1B EPIDERMIS IL-1B
Muestra Nucleos | Tejido | RNA | Tejido | RNA/N |5/ # Nucleos | Tejido | RNA | Tejido |RNA/N |3/ #
FKF 10 HSc 1.5 98.5| 1.03 | 98.96 0.687 | 1.0896 16.01 | 83.99]22.29| 77.71 1.392 | 1.64304
LALF 8 HSc 2.01| 97.99| 3.08 | 96.92 1.532 | 0.2925 | SD 31.74 | 68.26 | 64.23 | 35.77 2.024 | 0.52059 | SD
MADF 15 HSc 1.1 989 | 0.9 99.1 0.818 | 1.5323 | MAX 31.98| 68.02 | 36.78 | 63.22 1.150 | 2.6004 | MAX
MSF 16 HSc 2.47 | 97.52| 1.85| 98.15 0.749 | 0.6867 | MIN 10.12 | 89.88 | 11.13 | 88.87 1.100 | 1.0998 | MIN
& | RCAM 9 HSc 1.02 | 98.98 | 1.19 | 98.81 1.167 15.14 | 84.86|39.37 | 60.63 2.600
- RCIM 14 HSc 1.65| 98.35|1.91| 98.08 1.158 28.49| 71.51|55.86 | 44.14 1.961
RROM 4 HSc 1.62 | 98.38 | 2.24| 97.76 1.383
SGGF 22 HSc 1.78 | 98.21|2.28 | 97.72 1.281 10.59 | 89.41|17.37 | 82.63 1.640
STLAM 12 HSc 4.05| 95.95| 4.18 | 95.82 1.032 62 38 |79.19 | 20.81 1.277
VEM 13 HSc
BGF 3 NSc 3.43| 96.57| 43 95.7 1.254 | 1.2751 12.9 87.1| 124 87.6 0.961 | 1.05784
§ CNOAF 18 NSc 5.95 | 94.05 9 91 1.513 | 0.2325 | SD 53.94 | 46.06 | 54.07 | 45.93 1.002 | 0.35724 | SD
GMF 35 NSc 1.92 | 98.08 | 2.25| 97.75 1.172 | 1.6232 | MAX 22.53| 77.47 | 40.48 | 59.52 1.797 | 1.79672 | MAX
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MVBSF 15 NSc 0.88 | 99.12]1.28 | 98.71 1.455 | 0.8698 | MIN 0.64896 | MIN

PLBF 8 NSc 3.63 | 96.37 | 4.68 | 95.32 1.289 22.73| 77.27 | 16.6| 83.4 0.730

SMAM 16 NSc 2.76 | 97.24 | 4.48 | 95.52 1.623 49.55| 50.45|45.69 | 54.31 0.922

TAF 37 NSc 2.66| 97.34| 33| 96.7 1.241 27.25| 72.75| 33.44 | 66.56 1.227

VMLF 26 NSc 6.95| 93.05| 7.37 | 92.63 1.060 26.46 | 73.54|31.06 | 68.94 1.174

VYF 12 NSc 1.69| 98.31|1.47 | 98.53 0.870 22.59| 77.41|14.66 | 85.34 0.649

NM 17 NSc

RCAM 9 NSc

CNRM 50 PN 0.35| 99.65|0.27 | 99.73 0.771 | 0.7765 21.53 | 78.47 7 93 0.325 | 0.81124

MVBSF 15 PN 1.46 | 98.54| 1.12 | 98.88 0.767 | 0.0127 | SD 34.41| 65.59 | 38.51| 61.49 1.119 | 0.34124 | SD
g TAF 37 PN 1.77 | 98.23| 14| 098.6 0.791| 0.791 | MAX 17.27 | 82.73|16.14 | 83.86 0.935 | 1.11915 | MAX

MSF 16 PN 0.7671 | MIN 0.32513 | MIN

REF 27 PN 4.78| 95.22| 4.14| 95.86 0.866

SD, desviacion estandar; MAX, nimero maximo; MIN, nimero minimo. Se encontré diferencias de < .005 entre los seis grupos utilizando
Kruskal-Wallis y utilizando Dunnet’s se encontré diferencias < .05 entre la epidermis de la cicatriz hipertréfica y la dermis de la piel

normal.

Fig. 16. Microfotografias de la hibridacion in situ para IL-1B en biopsias de HSc, NSc y PN. A. By C son
fotografias tomadas a 100X, D E y F son aumentos de los recuadros sefialados respectivamente para enfatizar la
expresion del mensajero de IL-1B en los queratinocitos en las biopsias tomadas de pacientes con cicatriz
hipertréfica posquemadura.
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Fig. 17. Cuantificacion de las secciones de piel procesadas por ISH con sondas para IL-1B marcadas
bioquimicamente con AEC. Muestran el cociente de la cantidad de ARN / N, donde N son los Nucleos. Las

barras indican desviacidn estandar. * P < 0.05 Epidermis HSc vs Dermis PN.

Se encontré que la expresion del ARN mensajero de IL-1B es mayor en la cicatriz hipertrdfica en
comparacion con la piel normal y la cicatriz normotrofica, sin embargo al segmentar la piel, sélo se
encontraron diferencias significativas al comparar la dermis de la piel normal vs la epidermis de la
cicatriz hipertroéfica. La expresion del ARN mensajero de IL-1B no permanece en un nivel constante,
existe un incremento de la expresion del mensajero en el caso de la hipertrofia cutdnea

posquemadura.
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Fig. 18 Cuantificacion del ARN mensajero de IL-1B en las secciones de piel completas. Muestran el cociente de

la cantidad de ARN / N, donde N son los Nucleos. Las barras indican desviacion estandar. * P <0.05 HSc vs PN.
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Para TNF-q, se realizo la misma cuantificacidon de la expresidén del ARN para epidermis y para dermis
con el programa IMAGE PRO PLUS, se contaron de igual forma los nucleos positivos, el area del tejido
positiva a la marca, y se obtuvo un porcentaje. Se obtuvo una relacién ARN/N, donde N es el numero
de nucleos. Y se realizé el analisis estadistico utilizando con PRISM 5 Statics, a través de estadistica de
comparacién, para 3 o mas grupos (Kruskal-Wallis), se utilizaron intervalos de confianza del 95% y un
nivel de significancia de 0.05. También se realizo la prueba de Dunnet's para identificar la

significancia entre los grupos. Los datos obtenidos se resumen en la siguiente tabla:

Tabla 8. Cuantificacion del ARN mensajero de TNF-a expresado en las biopsias de piel normal (PN), cicatriz

normotroéfica (NSc) y cicatriz hipertrofica (HSc).

DERMIS TNF-a EPIDERMIS TNF-a

Muestra Nucleos | Tejido | RNA | Tejido | RNA/Nucleos Nucleos | Tejido | RNA | Tejido | RNA/Nucleos
FKF 10 HSc 3.49 | 96.51] 6.39 | 93.61 | 1.830945559 | 1.260872 30.28 | 69.72 | 70.27 | 29.73 | 2.320673712 | 1.506645
LALF 8 HSc 3.04 | 96.96 | 3.75| 96.25| 1.233552632 | 0.346545 | SD 45.92 | 54.08 | 65.73 | 34.27 | 1.431402439 | 0.525277 | SD
MADF 15 HSc 3.46 | 96.54| 3.3 96.7 | 0.953757225 | 1.830946 | MAX 2.320674 | MAX
MSF 16 HSc 8.48 | 91.52 | 8.85| 91.15| 1.043632075 | 0.810289 | MIN 44.12 | 55.88 | 51.64 | 48.36 | 1.170444243 | 0.74593 | MIN
RCAM 9 HSc

§ RCJM 14 HSc 5.93| 94.07 ) 6.83 | 93.17 | 1.151770658 49.2 50.8 | 58.2 41.8 | 1.182926829
RROM 4 HSc 3.13 | 96.86 | 4.51 | 95.49 | 1.440894569 44.84 | 55.16 | 66.86 | 33.14 | 1.491079393
SGGF 22 HSc 1.48 | 98.52 | 2.58 | 97.42 | 1.743243243 17.53 | 82.47|38.38 | 61.62 | 2.189389618
STLAM 12 HSc 8.64 | 91.36| 8.2 91.8 | 0.949074074 26.41| 73.59| 19.7 80.3 | 0.745929572
VEM 13 HSc 3.11| 96.89| 2.52 | 97.48 | 0.810289389 13.37 | 86.63|20.34 | 79.66 1.52131638
VEM 13" HSc 6.4 93.69.29] 90.71 1.4515625
BGF 3 NSc 1.197987 1.193228
CNOAF 18 NSc 2.09| 9791 2.81| 97.19 | 1.344497608 | 0.35058 | SD 18.92 | 81.08 | 32.98 | 67.02 | 1.743128964 | 0.932508 | SD
GMF 35 NSc 5.52 | 94.48 | 4.88 | 95.12 | 0.884057971 | 1.691358 | MAX 18 82 ]10.38 | 89.62 | 0.576666667 | 2.929724 | MAX
MVBSF 15 NSc 2.52 | 97.48 ] 3.02 | 96.98 | 1.198412698 | 0.617117 | MIN 51.63 | 48.37 | 34.53| 65.47 | 0.668797211 | 0.077922 | MIN
PLBF 8 NSc 444 95.56 | 2.74 | 97.26 | 0.617117117 11.55| 88.45 0.9 99.1 | 0.077922078

é SMAM 16 NSc 1.62 | 98.38 | 2.74 | 97.26 | 1.691358025 13.65 | 86..35 | 16.17 | 83.83 | 1.184615385
TAF 37 NSc
VMLF 26 NSc
VYF 12 NSc
NM 17 NSc 3.58 | 96.42 | 4.58 | 95.42 | 1.279329609 17.36 | 82.64|50.86 | 49.14 | 2.929723502
RCAM 9 NSc 0.97 | 99.03| 1.33 | 98.67 | 1.371134021 13.8 86.2 | 16.17 | 83.83 1.17173913

z CNRM 50 PN 0.8 99.2 | 0.75| 99.25 0.9375 | 1.145221 20.06 | 79.94 | 17.66 | 82.34 | 0.880358923 | 0.582157
MVBSF 15 PN 0.17 | 99.83 ] 0.23 | 99.77 | 1.352941176 | 0.293761 | SD 28.42 | 71.58 | 8.07 | 91.93 | 0.283954961 | 0.421721 | SD
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TAF 37 PN 1.352941 | MAX 0.880359 | MAX
MSF 16 PN 0.9375 | MIN 0.283955 | MIN
REF 27 PN

SD, desviacion estandar; MAX, nimero maximo; MIN, nimero minimo. No se encontré diferencias entre los seis grupos utilizando
Kruskal-Wallis ni con la prueba estadistica de Dunnet'’s.
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Fig. 19. Microfotografias de la hibridacion in situ para TNF-a en biopsias de HSc, NSc y PN. A. By C son
fotografias tomadas a 100X, D E y F son aumentos de los recuadros sefialados respectivamente para enfatizar la
expresion del mensajero en los queratinocitos de las biopsias tomadas de pacientes con cicatriz hipertrofica.

Fig. 20. Cuantificacion de las secciones de piel procesadas por ISH con sondas para TNF-a marcadas

bioquimicamente con AEC. Muestran el cociente de la cantidad de ARN / N, donde N son los Ndcleos. Las

barras indican desviacién estandar. No hubo diferencias significativas.
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Se encontrd que la expresidn del ARN mensajero de TNF-a no tuvo diferencias significativas entre los
tres tipos de biopsias. La expresion del mensajero al parecer se mantiene en un nivel constante.
Cuando se grafican los datos en conjunto se puede observar que efectivamente no existen diferencias

significativas para TNF-a.

ARN/N

Fig. 21. Cuantificacion del ARN mensajero de TNF- a en las secciones de piel completas. Muestran el cociente

de la cantidad de ARN / N, donde N son los Nucleos.
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XI. DISCUSION.

La quemadura corporal es una violenta agresion que modifica todos los mecanismos de la
homeostasis organica y por su connotacién clinica y social es un problema que enfrentan los servicios
médicos en la sociedad contemporanea.

En pacientes quemados con mas del 20 % de superficie corporal comprometida, desde el punto de
vista fisiopatoldgico se desarrolla un sindrome de respuesta inflamatoria sistémica (SRIS), asi también
se puede desarrollar una “sepsis”, independientemente de la etiologia de la quemadura, evolucidn
inicial, manejo terapéutico y respuesta individual, la sepsis generalmente complica la evolucion del
gran quemado. La desregulacion de estos mecanismos conduce al dafo de los tejidos propios cuyas
consecuencias se expresan en alteraciones morfofuncionales de todos los sistemas, en particular es el

sistema cutdneo quien nos intereso evaluar después de un dafio posquemadura.

Una cicatriz hipertroéfica es una patologia de origen post-traumadtico, que se caracteriza por presentar
un dafio en la dermis profunda combinado con una alteraciéon en los factores que conllevan a la
cicatrizacion debido a la presencia del proceso inflamatorio crénico. Se sintetizan un exceso de
componentes de matriz extracelular (MEC) predominantemente coldgena, ademas de presentar un
incremento en la contractilidad, participando diferentes tipos celulares, factores de crecimiento,
quimiocinas y proteasas. Durante este trabajo experimental se analizd6 el papel de los ARN
mensajeros de IL-1B y de TNF-a en la cicatriz hipertréfica posquemadura, por considerarse citocinas
profibrogénicas (84 Kovacs y Di Pietro, 1994).

Lo primero que encontramos al analizar histopatoldgicamente las biopsias de piel normal, cicatriz
normotrofica y cicatriz hipertréfica, es que las muestras no presentaban un infiltrado inflamatorio
abundante, es decir la cantidad de células del infiltrado inflamatorio presentes en las cicatrices
hipertréficas era leve muy similar a las muestras de cicatriz normal e inclusive piel normal (diferentes

perfiles de cicatrices hipertroficas). Lo que difiere del grupo de Castagnoli que mencionar que las

cicatrices hipertréficas son causa de un proceso inflamatorio crénico donde las células del sistema
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inmune presentes abundantemente serian las encargadas de secretar citocinas proinflamatorias y
profibrogénicas que perpetuarian el proceso volviéndolo crénico. A pesar de que nuestro primer
hallazgo es morfoldgico, pocas células inflamatorias (linfocitos en su mayoria y algunos macréfagos
en zonas perivasculares), nosotros no podemos afirmar nada acerca del grado de activacidn de estas
células ya que no las marcamos con moléculas membranales como MHCII o bien moléculas accesorias

CD3, CD4 o CD8 positivas.

Por otro lado encontramos, un incremento en la expresion in situ de IL-1B en el caso de la cicatriz
hipertrdéfica al compararla con la piel normal, sin embargo a la fecha no existen datos de la expresion
génica de IL-1B en cicatriz hipertréfica posquemadura, a pesar de conocerse que tiene la capacidad
de degradar matriz extracelular en procesos fibréticos (28 Armendariz Borunda etal, 1992; 30, Soliz Herruzo, 1988).

En el caso de la expresidn in situ de TNF-a no encontramos diferencias significativas entre los grupos
estudiados, sin embargo consideramos que existe una tendencia hacia el incremento de expresién en
el caso de las muestras con cicatriz hipertréfica. Estos datos no coinciden con los reportes de
Peruccio (1994) y de *” Zhang (2004) para TNF-a, donde reportan una disminucion en la expresion de
TNF-a, aunque sus hallazgos son con una metodologia diferente (RT-PCR) a la que se utilizé en este
trabajo.

A pesar de que la secuela posquemadura se habia considerado un problema local del sistema inmune
cutaneo, recientemente en el 2006 el grupo del Dr Tredget ® basado en evidencias en animales y en
humanos propuso que los pacientes con secuelas posquemaduras podrian tener niveles
incrementados en la sintesis de citocinas con patrén de respuesta inmunoldgica Th2 (IL4, IL5, IL-10 e
IL-13); y que esta respuesta inmunologica hacia citocinas Th2 era de tipo sistémica, sin embargo el
monitoreo a sus pacientes durante un afio después del dafio tisular, y nuestras biopsias son de
pacientes con mas de un afo de evolucién. Nosotros creemos que es necesario evaluar a nivel

sistémico la produccién de estas citocinas ya sea en suero o en células de sangre periférica como lo

hace este grupo en Canadd, y monitorear en nuestros pacientes conforme la cicatriz va madurando.
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) Gretten et al., 2007 propone que cuando existe un incremento en la secrecion de la proteina de IL-
1B no siempre esta asociado con el incremento en la produccidon del m RNA de la pro-IL1B, si no es
mas bien el resultado en el incremento de la apoptosis y activacién de la Caspasa 1 (ICE). Ellos
correlacionaron directamente la produccion de la proteina con la del mensajero. Nosotros, de
manera notable encontramos que morfoldgicamente, las secuelas hipertréficas pueden deber su
formacién a un mayor nimero de queratinocitos, y proponemos que probablemente expresan mayor
cantidad del ARN mensajero de IL-1B al comparase con una piel normal, lo que concuerda con 7

Niessen (2001) en darle un papel predominante a la epidermis en cuanto a la fisiopatogenia de la

hipertrofia cutanea se refiere.

Hoy en dia estd bien demostrado que para algunas citocinas, como IL-1B y TNF-a existe una
regulacién transcripcional y traduccional regulada de manera excluyente; asi que nuestros datos
muestran que in situ hay una transcripcion de novo (activa) en las cicatrices hipertréficas para ambos
tipos de citocinas, y seria interesante explorar para los mismos pacientes la expresion de la proteina,
si los datos encontrados difirieran del mensajero entonces podriamos afirmar una regulacion

transcripcional y traduccional de manera excluyente (7 Herméndez Rodriguez etal, 2004).

Se ha propuesto que TNF-a regula la cicatrizacién de los pacientes llevando a una degradacion y
remodelacidn adecuada de las fibras de colagena, sin embargo nosotros no encontramos diferencias
significativas a nivel del mensajero entre los grupos, pero consideramos que es posible que exista un

| (88, Schindker et al., 1990)

mecanismo postranscripciona no bien regulado que modifique el balance entre

sintesis y degradacién de las fibras de colagena, conforme va madurando la cicatriz.

El analisis de la expresidn in situ de las citocinas mostrd variaciones intra-sujetos, consideramos que

esto puede deberse a diferencias en la respuesta inmune de los sujetos (debido a variaciones de una
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parte de la lesidn a otra), es decir nosotros observamos poca cantidad de células inmunes pero no
sabemos que pasaba con su actividad y se ha reportado que IL1-B, es una citocina con mayor
importancia en la primeras fases de la cicatrizacion (formacion de granulomas) mientras que TNF-a
puede participar en la Gltima parte de las funciones efectoras de los granulomas (& Philies et al, 2006). )
gue nos lleva a pensar que la liberacidon de citocinas, en las primeras fases de cicatrizacién no sélo
amplifica la reaccidn inflamatoria si no que media la pleiotropia del tejido dafiado activando también

la inmunidad humoral % Sun et al, 2000).

En este punto nosotros enfatizamos que nuestras muestras
pueden encontrarse en la fase tardia y/6 final de la cicatrizacién, que nos llevarian a localizar una
expresion de los mensajeros de IL1-B y de TNF-a a veces menor y otras veces mayor dependiendo del
paciente; es decir la diferencia en la respuesta inflamatoria sistémica puede ser determinante para
aumentar o disminuir la expresién de las mismas citocinas in situ, mediante efectos autdcrinos,

7

paracrinos 6 endocrinos. Dicho efecto esta bien estudiado en enfermedades como la vasculitis

(81, Weyand et al. 1997) oy donde se ha reportado que en general los

granulomatosa de grandes vasos
pacientes con niveles mas altos de ARN mensajero in situ para IL-1 B tienen una respuesta
inflamatoria sistémica mas prolongada.

En general existe una variabilidad de los pacientes para producir citocinas debido a que intervienen
procesos no solo de transcripcién de la citocina, si no también la regulacién post-transcripcional,
intercambio del proteasoma mediado por citocinas, el procesamiento de las citocinas por sus enzimas
convertidoras, la regulacién del receptor de citocinas, receptores solubles de citocinas, receptores

accesorios, antagonistas naturales de las citocinas, todos estos procesos participan en concierto para

determinar la disponibilidad funcional de una citocina cualquiera.

Sin embargo, es bien conocido que IL-1B y TNF-a tienen efectos inhibitorios sobre el gen de la
coldgena |, aunque no se conocen exactamente los mecanismos de estos efectos, pero
probablemente se encuentren mediados por segundos mensajeros como el AMP ciclico, el calcio

intracelular y por proteinas reguladoras de la transcripcién. O bien también se ha propuesto un
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lenguaje cruzado (cross-talk) entre IL 1-B y TGF-B > 12209 y antre TNF-a y TGF-B 77 oldberg etal, 2007)
por lo que es posible considerar que existe un control cruzado dosis dependiente de la expresién de

estos tres genes, los cudles al parecer tienen importantes efectos en sistemas bioldgicos.

Por otro lado, todo polimorfismo es un reflejo del genotipo de los individuos (constitucién alélica
para un locus determinado o para un conjunto de ellos). Surge, por tanto, el concepto de
individualidad genética, como la presencia en todo individuo de un genoma con una secuencia
caracteristica, Unica para ese individuo. Las variaciones en secuencias promotoras probablemente
perturben la expresién del gen. Por tanto, el polimorfismo en regiones génicas no codificantes puede
manifestarse o no en un efecto fenotipico. En este contexto, sabemos que los tres genes que
codifican para la proteina IL-1, son genes autosémicos dominantes, esto por que cuando aparece un
polimorfismo aunque tan sélo sea en uno de los alelos, se aprecian cantidades mayores de proteina
de IL-1, la cual estd fuertemente asociada a la actividad de algunas enfermedades con inflamacién
crénica.

Para TNF-a también se han estudiado los polimorfismos, el alelo en la posicion -308

(denotado como TNF2) ha sido el mas estudiado y esta asociado a una alta transcripcién del gen de
TNF-a. También se sabe que una proteina reguladora de la transcripcidn, como la tristetrapolina
(TTP), puede desencadenar una expresion exagerada de TNF-a con componentes inflamatorios
locales y sistémicos, fenémeno aun no comprobado en humanos.

Asi, si se encontraran hallazgos relativos a los polimorfismos de la regién promotora de ambos

genes de IL-1 y de TNF que incidieran en los niveles de estas citocinas, podrian llevarnos a postular

que una regulacion postranscripcional podria ser de utilidad terapéutica.
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XIl. CONCLUSIONES

1. Las secuelas hipertréficas analizadas en este trabajo presentaron un leve infiltrado inflamatorio, lo
cual no corresponde a lo citado donde se menciona que el severo infiltrado inflamatorio es causa de

la cicatriz hipertrdfica, por lo que aun falta ahondar en este tema.

2. Existe una expresion incrementada del ARN mensajero de IL-1B para la cicatriz hipertréfica

posquemadura, al compararse contra la piel normal.

3. No existen diferencias significativas para la expresidon del ARN mensajero de TNF-a en la cicatriz

hipertréfica posquemadura al compararse con piel normal y cicatriz normal.

4. Las secuelas hipertroficas podrian deber su formacién a un mayor nimero de queratinocitos que

expresan mayor cantidad del ARN mensajero de IL-1 B al comparase con una piel normal.
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Xlll. PERSPECTIVAS.

La presencia de polimorfismos genéticos en el gen de la IL-1B y /6 de TNF-q, pueden ser factores de
riesgo para padecer cicatrices hipertréficas.

Es importante determinar en que fase de la cicatrizacién normal se lleva a cabo el desequilibrio de Ia

expresion de los genes de IL1-B y TNF-a, para poder tener una terapéutica mas dirigida.
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Apéndice

XV. APENDICE.

XV.1. Consentimiento Informado

Fecha: México D.F., a de del 200__.

Yo , paciente de la clinica ,
estoy enterado y firmo consentimiento para que me sea retirado un fragmento de piel con fines de
investigacion.

Es mi deseo donar el material bioldgico, absuelvo de toda responsabilidad a la institucion que me atiende.

Firma del paciente

Firma de quien obtuvo la biopsia (médico, enfermera o investigador)

Observaciones
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XV.2. Cédula de recoleccion de datos. (Elaborada por el alumno consultando a un asesor)
Protocolo de cicatrices patologicas

No. Historia
Edad:
Sexo: Fem:__ Masc:i___
Fecha Lugar nacimiento:
Domicilio:
Teléfono:
Ocupacion:
ID del protocolo:

1. Fecha de llegada a nuestra consulta:
2. Fecha de intervencidn quirurgica o lesion de cicatriz
22 Técnica de cierre quirurgico: grapas:[] seda:[] sutura intradérmica:[]
Tipo de piel. Blancal Morenall Negrall
Existencia de otras cicatrices: si:']  No:[]
Cicatrices previas: normales:[]  patoldgicas:[]
Tipologia del paciente: picnico:[] atlético: [] asténico: [
Causa de la lesion original: cirugia:[] vacuna:[] herida incisa:[J herida contusa: [1acné: [] quiste
manipulado: [J otros:[]
quemadura: [J %SCQ > 10[1>20<50[] >50 ]
72. Si la causa fue cirugia: infecciéon herida: sil]  nol] dehiscencia
suturasi: ] no:ll No. De dias con material de sutura:
8. Zona corporal de la lesion: cara:[1 orejas: [ cuello:[1 cuero cabelludo: [ tdérax anterior:[] tdrax
posterior:[] costados:[] abdomen:[] gluteos:[] genitales:[] brazos:[1 antebrazos:[1 manos: [] muslos: []
piernas:[] pies:[]
9. Disposicion de la cicatriz: Longitudinal a las Lineas Tension Minimas Piel: []  Transversal a LTMP: [l En
pliegue de flexién: [I En pliegue de extension: [
En piel tensa:lJ En piel laxa:
10. Nimero de cicatrices____
11. Dimension cicatricial: longitud en cm: anchura en cm: elevacién mm:
12. Sintomatologia: hipertrofia: si] no:[1 dureza:+[1 ++[] +++]
Prurito: sil] no:l] dolor:sil] no:l cambio coloracidon: eritema [ hipercromia:[]
13. Periodo entre lesidn y comienzo del tratamiento: semanas [J meses[| afosl]
14. Tratamientos previos: noll  sil]
Quirurgicos: [  Radiaciones:[] Pomadas:[]
Infiltraciones corticoides con aguja: ] con dermojet:[J
Compresion:[] Otro:[] Especifique:

Noukw

15. Anatomia Patoldgica: Microscopia de luz: (1 H-E [1 Giemsa:[]

16. Fotos: si[] no:[]

17. Biopsia para cutivo: [J PCR:[J Inmunohistoquimica:[] Hibridacion in situ:[]

19. En caso de biopsia de cirugia plastica: Tipo de cirugia: Sitio de toma de biopsia:

20.Enfermedades vasculares del coldgeno son, entre otras: Artritis reumatoidea [], Lupus eritematoso
sistémico [, Esclerodermia (], Dermatomiositis [.
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