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“La ciencia es un método para comprobar afirmaciones sobre el mundo natural,
no un compendio inmutable de verdades absolutas”.

-Stephen Jay Gould

“La ciencia no solo es compatible con la espiritualidad,
es una profunda fuente de espiritualidad”

- Carl Sagan

“Porque ahora, el viento de la memoria colorea el cielo nocturno,
un nuevo tiempo ha comenzado a brillar”

-LUNA SEA



Agradecimientos

Agradezco profundamente a Miguel Herrera por el apoyo que me brindd durante la realizacién de
estatesis; sus consejosy ensefianzas me seguiran siempre, guidandome através de las adversidades.

Al doctor Castell, quien siempre ha escuchado pacientemente todas mis inquietudes,
preocupaciones, comentarios, ideas y demds, siempre respondidos con comentarios llenos de
afecto y sabiduria. Sin saberlo, ha contribuido a fortalecer mi confianza en mi misma, por lo que
estoy profundamente agradecida.

A Bety, Gabyy Katya, quienes siempre tuvieron paramilas palabras de aliento, motivacién y apoyo
necesarias en los momentos de dudas y desconfianza. Dispuestas a ayudarme en cualquier cosa,
todo el tiempo me hicieron sentir como en casa. Porello,sélopuedo expresarles mi mas grato afecto
y profundo agradecimiento. Muchas gracias.

A Bety Sanchez, cuyos consejos me guiaron en larectafinal,ademas de que se haconvertido en una
amistadirremplazable desde el momento que la conoci. Muchas gracias por todo.

A la doctora NadiaJacobo, por su paciencia, calidezy comprensidén, muchas gracias.

Al doctor Edgar Krotszch, quien, en muy poco tiempo, me dio varias de las lecciones mas
importantes de mivida.

A todos mis amigos del laboratorio, que hicieron mi estancia enteramente placenteray divertida,
ademds de muy enriquecedora. Muchas gracias también por todo el apoyo y afecto que me
brindaron, atesoraré siempretodas sus muestras de carifio.

A mis amigas Andrea, Mariana, Magali y Monse, con quienes empecé este viaje, en que todas nos
apoyamos mutuamente para permanecer en el camino. Su afecto, apoyo, consejos y hasta sus
tonterias han quedado grabadas en mi corazény ahora me guian hacia nuevas direcciones. Porello,
muchas gracias.

A Corina, quien me ha apoyado incondicionalmente por mas de 10 afios, brinddndome siempre la
confianzay el dnimo necesarios para continuar. Muchas gracias.

Y muchisimas gracias a toda mi familia SLAVE, todos mis queridos amigos que me han enviado
mucha fuerzay dnimos para continuar adelante, a pesar de provenir en su mayoria de distintos
rincones del planeta. Gracias portodo.



Dedicatoria

La presente tesis estd dedicada a mi excepcional familia, que representa lo que mds amo en
esta vida.
A mi madre, en quien siempre me he apoyado para sentirme un poco mas fuerte,
un poco mas valiente y mds segura. Por ser la persona en la que mas confio, la
persona que mas me ha ayudado en los momentos que senti miedo, frustracion o
debilidad y porque esta tesis se concluyd gracias, principalmente, a su constanciay
determinacion.

A mi padre, quien siempre ha creido en mi, me ha motivado y se ha esforzado por
brindarme todas las herramientas necesarias para que yo pueda crecer personal y
académicamente. Porque sus brillantes ensefianzas me han guiado hasta aqui y
porque parte del crédito de la realizacion de esta tesis también le pertenece.

A mi hermana, ese valiente espiritu travieso que me ha ensefiado tantas cosas,
tantas que a veces me pregunto quién es realmente la hermana mayor y quién la
menor. Su amor, compaiiia, consejoy hasta chistes me han ayudado enormemente,
asi que le dedico este trabajo, con todo mi amor.



Tabla de contenido

LiST B FIGUIAS ...uiiie ettt et et ettt b ettt e sbeebesaesrs e s aesaessenseneesesbestesneennennes 10
Tabla de abreVIiaturas. ... st st et s e st s n e 11
ROSUIMBN. .. e sttt et st e s ee et e s e ee s sae e e eeesaes sateeseeesnes srreessrnesnnsesnes 13
INEFOAUCCION. ...ttt sttt st bt st e et et be se s et et st se s ses bbbt eaesee s beneeene s 14
Quemaduras. Epidemiologia de quemaduras €n MEXICO.............cuueeeevvevveireesreesieereerresrenrnns 14
Definicion de GQUEMAAUIG..............ooceeerveveireeieieeieeecieeeeeevieseessesssissstessessessssssssssasenssessesssssssessenes 14
Clasificacion de QUEMGAAUIG..............coueveeeeeeerereerieiecireivestessessesssssssseessessesssssssssessessesssssssssssssessaes 15
Descripcion del dafio por una quemadura nivel celular y tiSulQr............ueeeveevvevveevveververinnn, 17
[20=TeToTqo Tol o] aINo [ ol 1 T3 g [ Lo TR USSR 19
FASE A€ NOMEOSTASIS......c.eceeeieeieeeeeieeeise ettt ettt ettt s se e st sas i seeas 19
FASE INFIAMATOLIQ....vocveceveeeeeeereeeeceeeteste ettt eset e stestesseetessssvsessessessessssessesasense oo 20
Citocinas proinflamatorias iNVOIUCIAAAS.............cvecveceeceseereeereiereeierieieciseiresvessesevnseens 23
S 10114 (=17 Lot Lo I A T USSR 22
- Factorde NeCroSiS tUMOIQI QL ........cccueveeeeeeeeieereissecsetsiesests s s e st st s sssssisss s sssssssssssssesnss 24
N 1 (=T =17 Lo [ Lo - YT 25
- Factorde Crecimiento Transformante Beta ..............rvnnninssnesisiesissesesissenneens 26
Resolucion de 1a iNflamACION............eeecveieeieeiseieteetet ettt e st n s e 27
S 101074 (=7 Lol Lo I TS .28
o kY= oo I =3 [ 1 1Y IO USSR 29
El rol de TGF-6 en la reparacion del tejido.............cmeveeveecesceeieeceeseeieeceseeseesie e, 30
Relacion entre la fase inflamatoria y la fase proliferativa...............cccevvveveevvceeeeannne. 31
Reparacion aberrante: Cicatrices hipertréficas y queloides..............uueveeevveveeennnen.. 32
Tl =121 L o L IO S 35
ANTECEARNTES ..ottt ettt ettt st st st st s st see st s st e e e s bbbt et et et et eneeb eae st st seeneen 39
JUSTITICACION. .. et b et st et sbe b st saese s e see st e e e ben 42

HIPOTES IS ...ttt sttt e s te s e e ettt e s e e e e seestesbesaeeas et et aestenbanseensente st steeseensanntan 43



[0 o =11 1Y o1 OO 44

Material Y MELOO.....cci i st st st et b bt se bt saeeessesae st seenans 45
RESUITATOS ...ttt et e st et et eb e b b st s bbb se s s eae s 49
DESCUSTON ...ttt ettt st bt e e b e b e s st b st st ea st ea s b et b ses s e b e benes 62
CONCIUSTONES ...ttt ettt ettt st e e b s e b et ea e es bt ebe st st es st see st st eneeeenan 67
Apéndice: Criterios de Seleccién (Pacientes con PFD y con
CONEION )ittt ettt ettt et et e e e b e bt e e et sbesbesbesasaassebsesbesseses sassaseeseebbenbeassesne s sbestesreannas 68
REFEIENCIAS ...ttt e bt sttt e s e s e 70



Lista de figuras

Figura 1. Representaciéon de laestimacion de lasuperficie corporal dafiada

Figura 2. Zonas de la quemaduradescritas porJackson.

Figura3. Numerorelativo de célulasenlasfases del proceso de reparacion.
Figura4. Modelo general de lareparacidnvs fibrosis cronica.

Figura 5. Comparacién histoldgica entre pielnormal, cicatriz hipertréficay queloide.
Figura6. Estructura de Pirfenidona.

Figura7. Potencial antifibrético y antinflamatorio de Pirfenidona.

Figura 8. Fotomicrografias de cortes histoldgicos procesados porinmunohistoquimica contralas

distintas citocinas.

Figura9. Programacién ejecutada pararealizar el analisis morfométrico en Image Pro Plus 7.0.

Figura 10. Programacion ejecutada pararealizar el analisis morfométrico en Image Pro Plus
7.0.Conteo de AREA y DOl y eliminacién de fondoy depésito inespecifico de cromégeno.
Figura1l. Curva patrén de evaluacion subjetiva.

Figura12. Comparacion de los patrones de tincion.

Figura 13. Graficas comparativas entre los tratamientos A (pirfenidona) y B (vehiculo) de cada
citocina.

Figura 14. . Graficas comparativas de DOI de cada citocina, separadaen grupos de acuerdo al
tiempo de realizacidon de las biopsias después de laaplicacién del tratamiento.

Figura 15. Comparaciondela DOI enunidadesde densidad éptica (UDO) de TGF-B3, en cada
paciente porgrupo TA (pirfenidona) o TB (vehiculo)

Figura16. Comparacionde la DOI enunidadesde densidad dptica (UDO) de IL-10, en cada

paciente porgrupo TA (pirfenidona) o TB (vehiculo)

10



Tabla de abreviaturas

CoX
CTGF
EGF
FGF
IFN-y
IGF-1
IL-1
IL-10
IL-12
IL-13
IL.-1a
IL-4
IL-6
IL-8
IL-9
Interleucinal-
KC
KGF
LPS
MAPK
MCP-1
MIP-1a
MMP
NK
NOS
PDFG
PF4
PFD

PGE,

Cicloxigenasas

Factor de crecimiento de tejido conectivo
Factor de crecimiento epidermal

Factor de crecimiento de fibroblastos
Interferén—y

Factor de crecimientotipoinsulina- 1
Interleucinal

Interleucina 10

Interleucina 12

Interleucina 13

Interleucina la

Interleucina4

Interleucina 6

Interleucina 8

Interleucina9

Interleucina 1- B

Quimiocinaderivada de queratinocitos
Factor de crecimiento de queratinocitos
Lipopolisacérido
Proteinacinasaactivada por mitégeno
Proteina quimioatrayente de monocitos
Proteinainflamatoria de macréfagos
Metaloproteasa de matriz

Células asesinas naturales

Oxido nitrico sintetasa

Factor de crecimiento derivado de plaquetas

Factor de plaquetas 4
Pirfenidona

ProstaglandinasE,



SAPK
TGF-B
Th17
TIMP
TNF-a
Treg
VEGF
aSMA

Proteinacinasaactivada por estrés
Factor de crecimiento transformante—f
Linfocitos ayudadores 17

Inhibidor de metaloproteasas de tejido
Factor de necrosistumoral —a

Linfocitos Treguladores

Factor de crecimiento endotelial vascular

Fibras a actinade musculoliso

12



Resumen

Introduccidn: Las lesiones por quemaduras representan un gran problema de salud publicaya que
presentan de forma caracteristica una exacerbada fase inflamatoria, mediada por las citocinas TGF-
B, TNF-a, IL-1 B, IL-6, que es directamente proporcional a la profundidad de la quemaduray al
porcentaje de lasuperficie corporal que ocupa. Dichafase inflamatoria puede conducirala pérdida
del tejido de la zona de coagulacion o a la formacién de una cicatriz fibrética. Debido a que no
existen tratamientos que sean totalmente eficientes contra estos padecimientos, se busca prevenir
antesde la pérdidadel tejido o del desarrollo de una cicatriz aberrante, por lo que el TGF- 3 se ha
convertidoenunode los principales blancos, porsus propiedades proinflamatorias y profibroti cas.
Recientemente se ha documentado que la molécula pirfenidona es capaz de inhibir la actividad
proinflamatoriay profibréticade TGF- B, por lo que en este trabajo se evalud laexpresion de TGF-
By las citocinas TNF-a, IL-1 B, IL-6 e IL-10 en quemaduras de pacientes pediatricos, después de la
aplicacidn tépica de pirfenidona. Material y método: De acuerdo al protocolo proporcionado por
los hospitales encargados de llevara cabo el estudio, se escogieron de maneraaleatoriay bajo los
criterios de inclusidn y exclusion, 20 pacientes pediatricos con quemaduras, alos cuales seles realizé
una biopsiaenelsitiode la quemaduray posteriormente se lesaplicd pirfenidona dos vecesal dia
por 48 672 horas. Al finalizar este periodo, se lesvolviéatomarunabiopsiadel areadafiada. Todas
las biopsias fueron procesadas y tefiidas con IHQ paralas citocinas a cuantificar. Posteriormente, se
tomaron al menos 10 fotografias de cada biopsia, las cuales fueron analizadas con IMAGE PRO PLUS
7.0 para determinar el drea de expresidny la densidad dptica integrada de cada citocina en las
biopsias. Resultados: Realizamos un andlisis morfométrico en el que separamos las muestras de
acuerdo a los grupos control y experimental, y también de acuerdo al periodo de aplicacién de
pirfenidona en los pacientes, sin embargo, no encontramos diferencias significativas. Se
compararon ademas las densidades dpticas de todos los pacientes sélo para las citocinas TGF- B e
IL-10, mismas que mostraron una disminucién enlaexpresién de laprimeraluego de la aplicacién
de pirfenidona en mas del 60% de los casos. Por lo cual concluimos que pirfenidona moduld la

expresion de TGF- B, no asi las demas citocinasincluidas en el estudio.
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Introduccion

Quemaduras. Epidemiologia de quemaduras en México

Las lesiones por quemadurasrepresentan un gran problema de salud publica, ya que se ubican entre
las 20 principales causas de morbilidad en México y son el cuarto lugar en causas de muerte
accidental que ocurren con mayor frecuenciaen el hogar, de acuerdo con el ex secretario de Salud
José Angel Cérdova Villalobos (Villalobos, J., 2009). En el afio 2008, se registraron alrededor de
117,400 pacientes con quemaduras a nivel nacional, de los cuales cerca del 5% tenian lesiones de
gravedad; sinembargo, en el afio 2013 la morbilidad por quemaduras se incrementd hasta 127 076
pacientes (Secretaria de Salud, 2014). Se sabe que cerca del 18% de los pacientes hospitalizados con
guemaduras no sobrevive, mientras que los pacientes que se salvan llegan a tener serias

consecuenciasenlasalud. Losgrupos masvulnerables alas quemaduras son los adultos mayoresy

los nifios y adolescentes menores de 15; estos Ultimos ocupan el 52% de los casos registrados,
tambiénse ha observado que entre los adultos jévenes las quemaduras son mas frecuentes en los
hombres que enlas mujeres (Orozco, M. et al 2012). Las causas de las quemaduras mas frecuentes
entre grupos poblacionales varian con respecto a la edad, ya que son directamente determinadas
por lo ultimo. Se consideraque el fuego es el principal causante de las quemaduras en los adultos,
debido, en su mayoria, a accidentes de trabajo; mientras que en los nifios las escalduras son la

principal causa, en los adolescentes es el manejo inadecuado del fuego lo que produce las

guemaduras en lamayoria de los casos (Evers, L. et al 2010)

Definicion de quemadura

Una quemadura consiste en el dafio a la piel en cualquiera de sus capas y anexos, que puede ser
provocado ya sea por contacto directo con una flama, una superficie o un liquido caliente, o bien
unafuente de calory que por conveccién, conduccidno radiacién causa un dafio tisular proporcional
a la temperaturay tiempo de exposicidn. Las quemaduras son altamente variables en cuanto a la
profundidad de laheridaylas complicaciones que traen consigo alasalud del paciente, ya que éste
puede sufrir un amplio nimero de consecuencias secundarias severas, como son shock, infeccién,
desbalance de electrolitos y fallo respiratorio, dependiendo del area afectaday la profundidad de

la quemadura. De manera adicional, las quemaduras también pueden causar dafos psicolégicos y
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emocionales (Evers, L. et al, 2010). El proceso de quemadura es rapido y puede tomar sélo unos

segundos cuando laexposicion esatemperaturas mayores a60°C.

Clasificacion de quemadura

La heridaporquemadurase puede clasificar e identificar de acuerdo a su profundidad, mecanismo

0 causay extension.

La clasificacidn porsu profundidad esta determinada porel espesorde lapiel que abarca el dafio y

se distinguentrestipos:

[

U

[

Primer grado: Afecta Unicamente la epidermis y tienen una respuesta inflamatoria simple;
presentan unaaparienciarojay pueden ser muy dolorosas. Se producen cominmente por
el contacto momentdneocon objetos calienteso porlaexposicion alos rayos solares mucho
tiempoy sin proteccién. A menudo se curan sinintervencién médicaenalrededorde una
semanay sin cambios permanentes enlacoloracién, espesor o texturade la piel.

Segundo grado: Resultan cuando ladermis también se ve afectada porla quemadura, éstas

se clasifican en dos tipos dependiendo de la profundidad de lalesidn:

- Desegundogrado superficial: Incluyen hasta la dermis papilary son capaces de curarse
después de tres semanas. Presentan una coloracién roja con partes blancas, formacién
de flictenas o ampollas con liberacidnde liquido al reventarse, la superficie se mantiene
humeday apéndices epidérmicos se mantienen intactos. Producen dolor severo.

- De segundo grado profunda: El dafio incluye también a la dermis reticular, por lo que
toman mas de tres semanas en repararse, aun con el tratamiento adecuado, y se
pueden ocasionar cicatrices fibréticas en el lugar de la quemadura. Tienen una

aparienciaseca, blanca, con pérdida de los apéndices epidérmicos y no producen dolor.

Tercer grado: Todos los elementos de la piel se ven afectados en este tipo de quemaduras,
el dafioincluso puede extenderse mas alla de la piel. Debido alagravedad de laquemadurs,
la herida no puede repararse sola por lo que requiere los injertos de piel. Tienen una
aparienciacorreosa, seca, blanca o roja con vasos sanguineos trombosados, los pacientes

con estas quemaduras no presentan dolor.

Las quemaduras de mayor profundidad tienen un mayor riesgo de mortalidad asi como peor

prognosis (Farina, J. etal, 2013)
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Por el mecanismo o causa, las quemaduras se pueden clasificar de lasiguiente manera:

- Escalduras: causadas porliquido caliente o vapor

- Quemaduras por contacto: causadas por sélidos calientes como objetos de metal o
utensilios de cocina, asicomo cigarros encendidos

- Quemaduras porflamas: causadas por flamas o fuegoincandescente, por ejemplovelaso
estufas

- Quemaduras quimicas: causadas por exposicion a sustancias quimicas reactivas tales como
acidos o bases.

- Quemaduras eléctricas: causadas por el paso de una corriente eléctrica de una toma de
corriente eléctrica, cable o aparato a través del cuerpo.

- Quemaduras de vias aéreas: Son el resultado de la respiracion de gases calientes, vapor o
productos téxicos de combustidn incompleta, como monéxido de carbono. Este tipo de
guemadura estd asociada a las quemaduras en piel hasta en un 35% y son la causa de
muerte mdas comun entre las personas que presentan una quemadura ocasionada por el
fuego, ya que causan graves dafios térmicos o quimicos en las vias respiratorias y pulmones
(World Health Organization, 2008).

Asimismo, las quemaduras se valoran numéricamente de acuerdo a la superficie del cuerpo que
sufre el dafio, laproporcién se obtiene mediantelaaplicacién de la “Reglade los nueves”, que esla
herramienta mas comun (ver Figura 1. A). Este método asigna un 9% a la cabeza y la regién del
cuello, 9% a cada brazo (incluyendo lamano), 18% a cada pierna (incluyendo los pies)y 18% a cada
ladodel tronco (espalda, pechoyabdomen) en personas adultas y nifios mayores de 14 afos. Para
nifos menoresa 14 afios se aplicael métodoel Lundand Browder, que es una pequefia modificacion
a la regla de los nueves. Para el nifio recién nacido, la cabeza representa el 19% de la superficie
corporal, mientras que cada extremidadinferior representa el 13%, asi las extremidadessuperiores,
espalda, pechoyabdomen mantienen las mismas proporciones.Por cada aio de edad, se disminuye
el porcentaje ocupado porlacabezaenun 1%y se aumenta 0.5% a cada extremidad inferior (Figura
1. B) (Evers, L. et al, 2010; Church, D. et al, 2006). Una mayor extension delaherida esta relacionada
con mayoresindices de mortalidad, yaque se estima que por cada 1% que abarque la quemadura,

elriesgode muerteaumentaenun6 % (Farina, J. et al, 2013)
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Figura 1 A) Representacion de la estimacion de la
superficie corporal dafiada. A) Estimacién de la
superficie corporal con quemadura, usando la regla
de los nueves en pacientes adultos. B) Esquema de las
modificaciones a laregla delos nueves en menores
de 14 afios. Tomado de Church,D. et al 2006.
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Descripcion del dafio por una quemadura a nivel celular y tisular

Una quemadura produce un incremento subito y exagerado de |la temperatura que genera una
alteracion en la conformacion molecularintra e intercelular, modificando el funcionamiento de
distintas proteinas; porejemplo el dafio a proteinas de membrana, como lo son los canalesidnicos,
logra inducir la deshidratacién de las células y liberacidon de radicales libres de alta oxidacion,
provocando la inestabilidad de las membranasy la posterior muerte celular debido ala pérdida de
la integridad de la membrana plasmatica (Church, D. et al, 2006). Los cambios que ocurren en el
tejido conducen a la necrosis de éste. El contenido celular liberado por las células muertas y
dafadas, asi como losrestos tisularesy las células vecinas enlas zonas cercanas al foco central de
la herida, liberan al medio extracelular grandes cantidades de sefiales de dafio tisular, que
promueven laproduccidnysecrecién de una gran cantidad de mediadores quimicos y buiquimicos
gue inducen tanto un proceso inflamatorio como un posterior proceso de reparacion.

A nivel tisular, el agente térmico induce una modificacidn en la arquitectura de la piel, ya que las
capas de la epidermis no son distinguibles entre si, como tampoco se distinguende ladermisysus
componentes (Faunce, D. et al, 1999). De acuerdo con Jackson (Jackson, D., 1953), los cambios que

ocurrenen el dreaafectada pueden clasificarseentres zonas (figura 2):
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a) Zonade coagulacion: Es el foco central de la heriday esta formado por de tejido necrético

que formala escara de la quemaduraenlazona de mayor contacto con lafuente de calor.

b) Zonade estasis: Comprende el tejido viableadyacente al dreade laquemadura, el cual tiene
el potencial de curar o desvitalizarse progresivamente, ya que la zona puede presentar
isquemiay laposterior muerte deltejido por disminuciénde la perfusidn; la cual sélo puede
evitarse si larevascularizacion es restaurada en pocos dias. Esta zona presentalos mayores
cambios en una herida por quemadura, por ejemplo, la necrosis resultado de la isquemia
puede conducir a la pérdida progresiva de tejido. Dicha necrosis en esta zona puede estar
involucrada con la progresion de la lesion, por ejemplo, las quemaduras de segundo grado
superficiales pueden aumentar a segundo grado profundo en un periodo de 2 a 4 dias

después de laguemadura (Evers, L. et al, 2010)

c) Zonade hiperemia: Comprende de piel normal con minimo dafio tisular, que muestra una
predominante vasodilatacién, aumento en el flujo sanguineo y cambios inflamatorios en

respuestaala herida. (Church, D. et al, 2006; Evers, L. et al, 2010)

Figura 2.Zonas dela quemadura descritas porJackson. A) Representacidn grafica que resalta | os cambios enla zona
de estasis, la cualpuede preservarse con una adecuada restauracion de la vascularizacion o en su defecto, perderse.
B) Caso clinicode una quemadura, al centro se localiza la zona de coaguladdn que corresponde al tejido en necrosis.
Tomada de Hettiaratchy, S. et al, 2004.



Reparacion de la herida

Una quemaduraproduce unarespuestatantolocal comosistémica. Enlarespuestalocal, el cuerpo
inicia una cascada de sefiales en el tejido que tiene como finalidad mantener la homeostasis y
conducir a la posterior reparacion de la herida. Dicha reparacién involucra una complejay bien
dirigidaserie de eventos que pueden definirse en cuatro etapas, las cuales estan biendefinidas aun
cuando se sobrelapan entre si. Estas fases se conocen como: a) Fase de hemostasis, b) Fase de
Inflamacidn, c) Fase de proliferaciony d) Fase de remodelacién del tejido. (Enoch et al, 2007; Singer
et al, 1999; Wang et al, 2007). El éxitoenla reparaciénde la heridaesta directamente relacionado

con la correcta secuencia cronoldgica de eventos que forman parte del proceso.

Fase de hemostasis

Iniciainmediatamente despuésdeldafio alapiel y duraaproximadamente dos horas. El dafio tisular
ocasionala coagulacidny constriccidon de los vasos sanguineos para disminuirel flujo sanguineo al
area afectada y a las zonas circundantes. Las quemaduras, a diferencia de heridas cutdneas con
ruptura de los vasos sanguineos, no tienden a presentar un sangrado excesivo; sin embargo, la
pérdida de la escara de la quemadura puede producir una gran pérdida sanguinea (van der Veer,
2008). Las plaquetas tienen una importante funcién en esta etapa, ya que sus granulos liberan
diversosfactores de crecimiento que inician lacascada de la curacién por la atracciony activacion
de los fibroblastos, células endoteliales y macréfagos. Entre dichos factores se encuentran Factor
de crecimiento derivado de plaquetas (PDFG), Factor de crecimientotipoinsulina-1(IGF-1), Factor
de crecimiento epidermal (EGF), Factor de crecimiento transformante B (TGF- B), Factor de
plaguetas IV, los cuales también activan otros sistemas, como son la cascada de complemento,
mecanismo de coagulacidn, cascada de la cinina y generacién de plasminina (Enoch et al, 2007;
Singer et al, 1999). La actividad de las plaquetas conduce después a la formacién de un coagulo
formado por fibrina, fibronectina, vitronectina y trombospondina que restablece la homeostasis y
provee una matriz extracelular provisional para la migracién celular (van der Veer et al, 2008). La
coagulacién es un paso determinante para la curacién de la herida, sin embargo, en quemaduras,
este proceso suele sufriranomalias caracterizadas por un agotamiento de los mediadores de la
cascada de coagulacion, aumento de los mediadores con capacidad fibronolitica y una la ausendia
de la actividad anticoagulante normal. La cascada de coagulacion puede interactuar directamente

con la actividad proinflamatoria y producir dafios a la salud considerables. Las deficienciasen la
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cascada de la coagulacidn son proporcionales a la extension de la herida y aumentan el riesgo de

mortalidad (Farina, J. etal, 2013)

Ademas de estos cambios, los vasos sanguineos experimentan un gran aumento de la permeabilidad
capilar que permite la fuga de plasma sanguineo durante las primeras 8 horas posteriores a la
guemadura, sin embargo dicho proceso se puede extender hasta 48 horas, después de las cuales se
restablece lacirculacién normal; yasea porlatrombosisde los vasos sanguineos porlarecuperacién
de supermeabilidad habitual.La cantidad del plasma sanguineoque sefiltra de losvasos sanguineos
estda directamente correlacionada con el tamafio de la quemadura (Tiwari, V., 2012). Los cambios
en la permeabilidad vascularson regulados principalmente porel Factor de crecimiento endotelial
vascular (VEGF) que permite también, la posterior extravasacién de leucocitos que participanenla

fase inflamatoriay laneovascularizacion (Infanger, M. et al, 2004)

Fase inflamatoria

La fase inflamatoria se caracteriza por la activacion de multiples sefiales intercelulares,
desregulacién de la inmunidad mediada por células y sobreexpresion de citocinas y factores de
crecimiento, asicomo la activacidon de las células del endotelio vascular, neutréfilos, macréfagos,y
otras poblaciones celulares. Dicha fase estd altamente regulada porlas citocinas y quimiocinasque
se producen en respuesta al dafo y que se ven incrementadas en sus niveles en el suero,
ocasionando una respuesta sistémica. Se ha demostrado que la respuesta inflamatoria en
guemaduras difiere significativamente del proceso de curacién de una herida no ocasionada por
guemadura; puesto que lasecrecion de los mediadores proinflamatorios es exacerbada (Schwacha
M., et al, 2010). La duracién de la fase inflamatoria también es exacerbada, ya que puede durar
hasta5 semanas despuésde lalesion (Jeschke, M. et al, 2007). La fase inflamatoria se divide en dos

subfases que estan determinadas porladuracionde larespuestay las célulasinvolucradas

Faseinflamatoria temprana: Estafase duraalrededor de dos diasy comienzaconlaactivaciénde la
cascada del complemento porlavia clasicao alternativa. Durante estafase, las células endoteliales
de los vasos sanguineos son activadas por la participacién de Interleucina 1B (IL-1B), Factor de
Necrosis Tumoral a (TNF-a), TGF-B e Interferény (IFN-y) que promueven una mayorexpresion de
moléculas de adhesion celular como E-selectina, P-selectinay moléculas de adhesiénintercelulares

(ICAM) 1 y 2 (Eming, S. et al, 2007) principalmente, dichas moléculas son indispensables para
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permitir [a migracidn y extravasaciéon de los neutrdfilos que, conducidos por distintos quimio
atrayentes, llegan al sitio de la herida unos minutos después de que ocurrié dafio paracomenzarsu
actividad fagocitica. Entre los quimioatrayentes que participan enlamigracién de los neutrdfilos se
encuentran interleucina 8 (IL-8), fragmentos de la matriz extracelular, TGF-B, elementos de la
cascada del complemento, factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), asicomo péptidos
bacterianos (Eming, S. et al, 2007; Broughton, G. et al, 2006). Los neutréfilos cuentan con receptores
gue permiten reconocer bacterias, por lo que una vez en el area dafada, liberan enzimas
degradantes con alto contenido de mieloperoxidasa, elastasa, lactoferrina, colagenasa y otras
enzimasy agentesanti bacterianos, ademas de radicaleslibres de alta oxidacién, que eliminan todas
las bacteriasy particulas que puedaninfectarel areade laherida. Tambiénse encargan de produdr
citocinas proinflamatorias como IL-1ay TNF-a (van der Veer, W. et al, 2008), las cuales estimulan
la produccion de quimiocinaderivada de queratinocitos (KC) que a su vez es un potente atrayente
de neutroéfilos (Schwacha, M. et al, 2010). El flujo de los neutroéfilos alcanza su pico maximo 24 horas
después de la lesidony posteriormente disminuye significativamente durante los siguientes 6 dias,
ya que después de que la herida ha sido resguardada de los patdégenos, dichas células son
estimuladas para entraren apoptosis y finalmente son fagocitadas porlos macréfagos, siendo estos
los ultimos enllegaralaherida(Broughton, G. et al, 2006). En quemaduras superficiales, el flujo de
neutréfilos disminuye después de 48 horas, mientras que en quemaduras profundas el flujo se
mantiene constante después de dos dias (Tyler, M. et al, 2000). El incremento persistente del flujo
de los neutrofilos estd asociado con una alta destruccion del tejido debido a su liberacién de
proteasasy especiesreactivas de oxigeno; asi como con una respuesta proinflamatoria aguda, por
lo que el proceso de apoptosis en estas células es indispensable parala curacion de la herida

(Meszaros, A. et al, 2000).

Faseinflamatoria tardia: Posteriormente alaactividad bactericida de los neutréfilos, los monocitos
llegan también al sitio de la herida en las siguientes 48 a 96 horas; la extravasacién estd regulada
principalmente por la expresion de integrina a4, y moléculas de adhesién celular del endotelio 1
(Eming, S. et al, 2007) y sondirigidos por un gradiente de quimiocinas que consiste principalmente
de TGF-B, PDGF, Factor de plaquetas 4 (PF4), eucosanoides e Interleucina 1 (IL-1). En el sitio de la
herida, los monocitos son activados por mediadores del micro ambiente (material procedente de
bacterias, hipoxia, restos de matriz extracelular, particulas opsonizadas y citocinas proinflamatorias

como IFN-y; ademas existe una via de activacién alternativa mediada por interleucina 4 (IL-4),
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interleucina 10 (IL-10), interleucina 13 (IL-13) y TGF-B y glucocorticoides (Duffield, J., 2003) para
cambiar su fenotipo a macréfagos, los cuales, ademas de fagocitar particulas externas, pueden
directamente inducir apoptosis en los neutréfilos (Meszaros, A. et al, 2000), eliminar el tejido
dafadoy puedentambiénliberarfactores de crecimiento como PDGF y VEGF, los cuales participan
en laformacion del tejido de coagulacién y en la posterior reparacion de la herida. Asi mismo, los
macréfagos pueden liberar un gran nimero decitocinas queincluyen IL-1, interleucina 6 (IL-6), TNF-
a, IL-8, IL-10 e interleucina 12 (IL-12) para potenciar o disminuir larespuestainflamatoria (Wolff, K.,
2009). La actividad de los macréfagos alcanza su pico maximo de actividad 48 horas después de

ocurridala lesién (Figura 3) (vanderVeer, W.etal, 2008).

Inflamacion

Figura 3. Numero relativode célulasenlasfases del proceso de reparacion. Neutréfilos ymacréfagos sonlos
principales participantesdurante el procesoinflamatorio. La fase de remodelacion termina hasta seis meses

despuésde ocurrido el dafio. Modificada de Broughton et al, 2006.
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Citocinas proinflamatorias involucradas en la fase inflamatoria

En heridas por quemadura, la actividad de los macréfagoses hiperactiva, ya que puede desregularse
y producirniveles anormales de citocinas proinflamatorias; como TNF-q, IL-1, IL-6, IL-8 asi como IL-
10, que se presentan tanto local como sistémicamente (Farina, J. et al, 2013); su expresion es
directamente proporcional al tamafno de laquemadura (Jeschke, M. et al, 2007). Las citocinas TNF-
a e IL-1 son las principales promotoras de la reaccién inflamatoria, yaque regulanla migracion de
los leucocitos al sitio del daifo y estimulan la produccion de diferentes citocinas y quimiocinas por
distintas poblaciones celulares. Cuando TNF-a e IL-1se unenasureceptor, conducen a laactivadon
del factor de transcripcién, factor nuclear kB (NF-kB) mediante diferentes vias de sefializacion,
inducen a la expresion de genes relacionados con la produccion de IL-6 e IL-8, quimiocinas,
moléculas de adhesién, prostaglandinas E, (PGE,), factor activador de plaquetas, 6xido nitrico
sintetasa (NOS), cicloxigenasas (COX)y fosfolipasaA2. Asi mismo, NF-kBtambién puede promover

la expresion de TNF-a e IL-1(Wolff, K., 2009; Church, D. et al, 2006).

Interleucina 1 8 (IL-18)

La Interleucina 1B (IL-1B) es unacitocina que es causa de inflamacién aguday crénica; ya que actta
como el principal mediador de la respuesta inflamatoriay es producida en mayor medida por
macréfagos activados, pero también es expresada por neutréfilos, linfocitos By T, asi como en
células mesenquimales, endoteliales y epiteliales en respuesta al dafo (Eming, S. et al, 2007;
Salgado, M. et al, 2012). Esta involucradatambién en la produccidnde metaloproteasas dela matriz
y produccién de coldgena de manera dosis dependiente, ademds de estimular la produccién de
factor de crecimiento de queratinocitos (KGF) en fibroblastos para promoverlareepitelizacién (van
derVeer, W. et al, 2008; Broughton, G et al, 2006). Es producida como una proteina de 30 KDa y
presenta un porcentaje de homologia de apenas el 26 % con IL-1a (Wolff, K., et al, 2009). Dicha
proteina reside en el citoplasma, pero para ser activada requiere de una escisién por la caspasa 1;
esta forma de IL-1 es también producida por células de Langerhans y células dendriticas; en las
cualesfavorece su proceso de migracién hacia los ganglios. Ya que todas las células que producen
IL-1B se distribuyen y actian dentro del cuerpo (a diferenciade IL-1a, que es producida por células
epiteliales), se requiere de unaregulacién desu proceso de activacién, la cual ocurre en tres niveles:
transcripcion del gen de IL-1 beta, transcripcién del gen de la caspasa 1 y la disponibilidad de las

proteinas ASCe Ipaf, que interactian conla caspasal enelinflamosomaparalamaduraciénde IL-

1B. (Wolff, K. et al, 2009).
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En gquemaduras, se ha demostrado que IL-1B incrementa significativamente sus niveles en las
primeras tres horas después del daino; en ratones alcanza su pico maximo a las 12 horas y se
mantiene constante durante las siguientes 48 horas posteriores ala herida, finalmente descende
a sus niveles basales entre las 96 y 168 horas siguientes (Gauglitz, G. et al, 2008; Kubo, H. et al,

2014).

Factorde necrosis tumoral o (TNF- at)

Al igual que IL-1B, TNF-a muestra un aumento considerable en su expresidn en relacidn con las
heridas no producidas quemaduras (Schwacha, M. et al, 2010). El TNF-a es una potente citocina pro-
inflamatoria producida por los macréfagos, monocitos, células T, mastocitos, granulocitos, células
natural killer (NK), fibroblastos, neuronas, queratinocitos y células de musculo liso, en respuesta a
diversos factores como productos bacterianos, citocinas como IL-1pB, factores del complemento,
células tumorales, isquemia o hipoxia, la exposicidn a radiacidén ionizante, temperatura elevada,
infeccidn virica o diversas sustancias producto de la quimioterapia contra cancer (Karp, G. et al,
2010) Estos factores inducen la transcripcion del mMRNA en los 30 minutos siguientes al estimulo,
mientras que la regulacidn de su expresion ocurre post-transcripcionalmente. EI TNF-a se liberaal
medio extracelular después de que la proteina de 17 kDa es escindida de su precursor en la
membrana celular por la enzima convertidora TNF- a (Tracey, D. et al, 2008). Esta citocina induce
dos tipos de respuesta; actlia como citocina proinflamatoria activando el factor NF-kB e induce

apoptosis celular porunién al receptor, dependiendo del estado metabdlico de la célula.

La actividad proapoptoética del TNF-a depende de la unién de éste al receptor TNFR1. El receptor
TNFR1 es expresado constitutivamente en todas las células, con excepcion de los eritrocitos, esta
constituido por un dominio denominado “dominio de muerte”, cuya unién asu ligando recluta a
las proteinas citoplasmaticas adaptadoras TRADD y FADD asi como a laprocaspasa 8, lainteraccién
de éstas conduce a la activacién de la caspasa 8 o 10 para desencadenar el proceso de apoptosis

(Karp, G. et al, 2010; Wolff, K. et al, 2009; Tracey, D et al, 2008).

Mediante launidndel TNF-a asureceptor, mas nosuinternalizacidn, se activalaviade sefializacidon
que desencadena en la activacidon de NF-kB. Dicho factor de transcripcién induce la expresion de
genes de inhibicidn de apoptosis, estimulan la produccién de citocinas, diferenciacion celular e

incluso, estdinvolucrada en cancer, estimulando la proliferacion celulary lainvasion del tumor Por
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ejemplo, en fibroblastos, es capaz de inducirla expresidn de metaloproteasas de matriz, lo cual
permite lamigracion celular. (Tracey, D. et al, 2008; Broughton, G. et al, 2006). Se ha comprobado
que esindispensable paracontrolarlarespuesta proinflamatoria, yaque susobre expresién puede
tenergraves consecuencias en el tejido al estarasociada coninflamacion crénica. En pacientes con
guemaduras, los nivelesde TNF-a en suero se muestran incrementados en comparacién con las
heridas no producidas por quemaduras (Kubo, H. et al, 2014) y alcanzan su pico maximo de
expresion 2.5dias despuésde lalesiéon; Yehy colaboradores reportaron unatendenciaal aumento
en los niveles de esta citocina en pacientes que fallecian en consecuencia a una quemadura, esta
tendencia estd relacionada con infecciones y el posterior desarrollo de sepsis en el area dafiada

(Yeh, F.et al, 1997)

Interleucina 6

Otra de las citocinas producidas porlos macréfagosy de gran importanciaen lafase inflamatoria es
la IL-6, |a cual es una glucoproteina de aproximadamente 30kDa que es también producida por las
células By T, monocitos, fibroblastos, células e ndoteliales, células mesangiales, células de la glia,
condrocitos, osteoblastos, células de musculoliso, granulocitos, mastocitosy células tumorales, en
respuestaa lainflamacién, estrés oxidativo, dafio vasculary quemaduras. LaproducciéndeIL-6es
estimulada por diferentes citocinas en cada poblacidn celular; sin embargo, las principales
inductorassonIL-1, TNF, INF-yy péptidosvirales,entre otros (Shizuo,A. et al, 1993). Actia mediante
la activacion de dos vias de seializacion a través de la molécula gp130, una dependiente de la
proteina RAS que activafactores de transcripcidony la otra permite laactivacion de la via JAK/STAT

(Wolff, K., 2009)

La citocinall-6esunade las principalesmediadorasde larespuestainflamatoria aguda, ya quetiene
efectos sobre distintas poblaciones celulares; estimula la produccidon de anticuerpos por los
linfocitos B, la proliferacion de células B, diferenciacién de macréfagos, diferenciacion de células
neuronales,lamaduraciénde losmegacariocitos, la diferenciacion de células mieloides, crecimiento
de las células mesangialesy crecimiento de plasmacitomas (Shizuo, A. et al, 1993), también es capaz
de inhibirladiferenciacidon de los monocitos a macréfagos (Tilg H. et al, 1997). Ademads IL-6 participa
en lareepitelizaidon enlafase proliferativa, ya que actiia como quimioatrayente de queratinocitos,

ademads de inducirsu proliferaciéony diferenciacidon en laepidermis ( Broughton, G. et al, 2006).
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En quemaduras, los niveles de IL-6 aumentan considerablemente en comparacidn con los niveles
encontrados en otras heridas no producidas por quemadura, ya que esta citocina juega un papel
primordial en la respuesta de fase aguda al estimular la sintesis de proteinas de dicha fase en los
hepatocitos. Los niveleselevadosde IL-6 al momento de admisidn al hospital estdn asociados con
complicaciones y alta mortalidad en pacientes hospitalizados a causa de una lesién de este tipo,
mientras que los niveles de IL-6 disminuyen paulatinamente en los pacientes que sobreviven (Yeh
F. et al, 1999). Otro estudio llevado a cabo por Csontosy colaboradores demostrd que en pacientes
gue sobrevivian a una quemadura, los niveles de IL-6 disminuian al segundo dia, mientras que en
los no sobrevivientes, los niveles se mantenian altos y alcanzaban su maximo pico a los 6 dias
posteriores (Csontos, C. et al, 2010) Sin embargo, se han discutido también las propiedades
antiinflamatorias de esta citocina, ya que se conoce que IL-6 aumenta la liberacion de un amplio
numero de proteinas que disminuyen la fase inflamatoria, como IL-10 (Gauglitz, G. et al, 2008).
Ademads, se ha documentado que IL-6 puede disminuir el flujo de neutrdfilos, participa en la
regulacidon negativade TNFy estimulalasintesis de antagonistadel receptorde IL-1(IL-1ra), que es

un importante inhibidorde IL-1B (Shizuo,A. etal, 1993; TilgH. et al, 1997)

Factorde Crecimiento Transformante Beta

El TGF-B es una citocina multifuncional involucrada en la embriogénesis, crecimiento y
diferenciacidon de un gran nimero de célulasy enlos procesos inflamatorios. Es producida en mayor
parte por linfocitos T, plaquetas, macrdfagos, neutréfilos, en placenta, hueso, rifidn y células
tumorales; sin embargo, se expresa portodas las células. Pertenece auna familiade citocinas que
se nombra colectivamente “La superfamilia del TGF-B” y presenta tres isoformas en mamiferos: TGF-
B1, TGF-B2 y TGF-B3. Todas las células del cuerpo presentan receptores para TGF-B, de los que se
conocen hasta el momento nueve, entre los cuales los receptores| y Il presentan una mayor
distribucién. Cuando esta citocina es secretada en su forma activa, se une a sus receptores en la
célulay activa una cascada de sefializacion através de las proteinas R-SMAD (receptor SMAD),
algunas de las cuales son transportadas al nucleo para participaren laregulacién de latranscripcon
de genes especificos; otro subgrupo de proteinas, las I-SMAD (Inhibidor SMAD), pueden inhibir la
via de sefializacion del TGF-By después son degradadas en el nicleo. (Chin, D. et al 2004; Wang X.
et al, 2006)

La actividad proinflamatoria del TGF-3 es esencial en la faseinflamatoriay comienza al ser secretado

por las plaguetasyliberado en el sitio del dafio; ahiinduce la quimiotaxis de neutréfilos, monocitos,
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linfocitos y fibroblastos (Yeh F. et al, 2002). Los distintos efectos que induce esta citocina son
dependientes del tipo celularsobre el que actia y del microambiente (Sanjabi, S. et al, 2009). En
monocitos, induce la expresion de diversas citocinas y factores de crecimiento, como el factor de
crecimiento de fibroblastos (FGF), PDGF, TNF-a e IL-1B y aumenta su propia produccion en distintas
célulade manera autécrina (Broughton, G. et al, 2006). Su actividad facilita también lamigracién
de granulocitos en laherida,ya que regulalaactividad de metaloproteasasde matrizMMP1, MMP2,
MMP3 y MMP9 (Wang X. et al 2006). El TGF-B puede modular la diferenciacion de linfocitos T
reguladores (Treg)y ayudadores 17(Th17), de manera concentracién-dependiente, asimismo actia
con IL-4 para estimularladiferenciacion células T productoras de Interleucina 9 (IL-9) e IL-10, dicha
actividad tiene lugar principalmente bajo condiciones proinflamatorias (Sanjabi, S. et al, 2009). El
papel que juegue en cada érgano puede variar, sin embargo, en piel, elrol de TGF-B1es inicialmente
pro inflamatorio porlo que el pico mdximo de secrecién de esta criticona coincide con el pico de la
actividad inflamatoria (Wang X. et al, 2006). Sin embargo, su participacion principal es en |a fase
proliferativa y de remodelacién del tejido. También tiene una fuerte actividad como citocina

antinflamatoria.

En quemaduras, Yehy colaboradores encontraron altos niveles de TGF- en muestras de suero de
pacientes quemados durante las primeras horas posterioresalalesiéon (Yeh F. et al, 2002), mientras
gue Kuboy colaboradores reportan que esteaumento es significativo en muestras de suero en ratas

despuésde 12 horas de ocurridala lesién (Kubo, H. et al, 2014).

La fase inflamatoria es un proceso clave en la reparacién del tejido, ya que la naturaleza de dicha
fase determinard el proceso de proliferacion y remodelacién del tejido; asi, la herida puede
repararse normalmente o conducir a la formaciéon de una cicatriz después de un proceso

inflamatorio crénico (Eming, S. et al, 2007; Darby, 1., 2007; van derVeer, W. et al, 2008)

Resolucidn de la inflamacion

Para que el proceso de reparaciéon pueda llevarse a cabo de una manera satisfactoria, lainflamacién
debe ser resuelta correctamente, debido a que se ha comprobado que la respuesta inflamatoria
estd altamente relacionada con la cicatrizacidn; por lo que es necesario que disminuyan los
estimulos proinflamatorios, se disipen los mediadores, disminuya el flujo de células con actividad

proinflamatoriay que eventualmente éste ultimose elimine totalmente (Darby, I., 2007). Dentro de
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estos mecanismos antinflamatorios se encuentra una desregulacién enla produccién de moléculas
antinflamatorias, como los antagonistas de IL-1 y TNF-a, apoptosis, desensibilizacion de los
receptores involucrados por altas concentraciones de los ligandos, resolucion de la inflamadoén
mediada por el receptor de acido hialurdnico (CD44), asi como la inhibicion de la expresion de
citocinas pro inflamatorias por IL-10. Gran parte de estos mecanismos anti inflamatorios son
controlados por los macréfagos, los cuales sufren en cambio en su fenotipo pro inflamatorio a uno
reparador, lo cual se considera un paso vital para la transicion de la fase inflamatoria a la de

proliferacién (Koh, T. etal, 2011)

Interleucina 10

Esta citocinaesreconocida porsu capacidad parainducir una respuestaantiinflamatoria. Tieneuna
conformaciéon homodimérica y es producida principalmente por linfocitos T, células B, monocitos,
macréfagos y queratinocitos enrespuestaanumerosos estimulos. La IL-10actua mediante su unién
al receptor presente en macrdfagos, células dendriticas, neutréfilos linfocitos B, T y células NK
(Groux, H. et al, 2003) y activa la cascada de sefializacion JAK/STAT que actua sobre el factor de
transcripcion NF-kB; por lo que se reduce la produccién de citocinas pro inflamatoriascomolL-1e
IL-6 (Conti, P. et al, 2003); ademas inhibelaexpresionde moléculascoestimuladorasy del complejo
mayor de histocompatibilidad Il (MHC II) (Wolff, K., 2009), asi como la secrecién de distintos
quimioatrayentes que promueven la migracion de los leucocitos, como son la proteina
guimioatrayente de monocitos (MCP-1) y la Proteina inflamatoria de Macréfagos 1a (MIP-1a). En
macroéfagos, IL-10 inhibe la expresidn de algunas citocinas, como son TNF-a IL-6, IL-12 e inhibe la

expresion de moléculas de coestimulacién, ademas de modularlaactividad de las células B.

Sinembargo, IL-10tiene diversos efectos en diferentespoblaciones celularesactivadas; enlinfocitos
B puede actuar parainducir sucambio de fenotipo a células plasmaticas; en ellas es capaz de inducir
un aumento en la proliferacién y en la produccién de anticuerpos, mientras que en mastocitos
induce también unaumento en su proliferacién (Groux, H. et al, 2003). En fibroblastos, su actividad
es muy amplia, ya que puede disminuir la produccion de colagena, aumentar la expresion de
metaloproteasas de la matriz (MMPs) e inhibir su transformacion a miofibroblastos (Shi, J. et al,
2013). En quemaduras de 2do. y 3er. Grado, se ha encontrado que los niveles de IL-10 aumentan
significativamente en suero después del daio, alcanzando su primer pico maximo de expresion 4.5

dias después de ocurrida la lesidn. Se han encontrado diferencias significativas en los niveles de
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expresion entrelos pacientes que sobreviven alaheriday aquellos que fallecen; porejemplo, en el
estudiorealizado porYehy colaboradores, todos los pacientes con quemaduras presentan unaalta
respuesta de IL-10 al momento de ingreso al hospital, sin embargo en los pacientes fallecidos, los
nivelesde estacitocina permanecieronelevados y acompanados por altos niveles de otras citocinas
como IL-6 hasta su descenso, mientras que en los sobrevivientes dichas citocinas disminuyeron
considerablemente al cabo de los primeros dias (Yeh, F. et al, 2000). El aumento significativo en los
nivelesde IL-10estd asociado con la respuesta pro inflamatoria, pero tiene serias consecuencias, ya
que al incrementarse de manera exacerbada disminuye la resistencia a infecciones (Csontos, C. et

al, 2010)

Fase proliferativa

Esta fase tiene lugar cerca del 3er dia y hasta 2 semanas después delinsultoy se caracteriza por la
migracion, proliferacidn y produccidn de proteinas de la matriz extra celular por los fibroblastos.
Comienzaconlaformacién de untejido de granulaciénque sirve como mediode anclaje y adhesidn
de las nuevas células que llegan al sitio o que son producto de la proliferacion de las primeras, asi
como fuente de factores de crecimientoy citocinas. Dicho tejido se compone defibrina, fibronectina
y acido hialurdnico, los cuales son producidos por los fibroblastos que migran al sitio de la herida
siendo atraidos por factores de crecimiento, principalmente TGF-B. Eventualmente, este tejido

provisional es reemplazado principalmente poruna matrizde coldgena(Singer, A. etal, 1999).

La fase proliferativaes enun inicioregulada porlos macréfagos que han sido activados de manera
alternativa para producir TGF-B, VEGF, prostaglandina E,, ademads de citocinas y factores de
crecimiento involucrados en la angiogénesis, depdsito de matriz extracelular y reepitelizacién

(Brancato, S. et al 2011).

De esta manera, laactividad de los macréfagos después de lafase inflamatoriaconduce noséloala

resolucidon de lainflamacién, sinotambién ala proliferaciény remodelacién del tejido dafiado.

El papelde TGF-8 en la reparacidn del tejido
Una de las moléculas con participacidon importante en la migracion, proliferacién, diferenciacion y

activacion de fibroblastos, y por tanto en la produccidn de colagenay la fibrogénesis, es el TGF-B.
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Como citocina clave en la reparacién del tejido, el TGF-3 regula la expresién de muchas proteinas
de la matriz extracelular, como coldgena , lll, V, VI, fibronectina, tenanscina, proteoglicanos, etc.
(Branton, M. et al 1999) Asimismo, esta citocina modula no sélo la sintesis de metaloproteasas
(MMP) sino que ademas estimula la produccion de sus inhibidores (TIMP) (Rosenbloom, R. et al
2008). El TGF-B estatambiéninvolucradolaregulacién del cambio de fenotipo de los fibroblastos a
miofibroblastos, a través de las proteinas Smad (Evans, R. et al 2003) Dichos miofibroblastos
presentan caracteristicas fenotipicas de células de musculo liso y fibroblastos, con morfologia
similar a la de los fibroblastos, alta expresion de fibras de a-actina de musculo liso (aSMA) y
filamentosintermedios que pueden ser de vimentinay/odesmina. Lafuncién de los miofibroblastos
enlaheridaconsiste enlacontraccién de lamisma, ademas de la produccidn de altas cantidadesde
coldgenas (Darby, |. et al, 2007; Li, B. et al, 2011) Los miofibroblastos realizan su funcién
principalmente durante la fase proliferativay una vez que la herida se ha reparado, su poblacién
celular muere por un proceso apoptético. (Darby, |. et al, 2007). Sin embargo, bajo ciertas
condiciones, como la inflamacion crénica, los miofibroblastos pueden permanecer
constitutivamente, conduciendo alafibrosis crénicay éstaa su vez, a una reparacién aberrante de

la herida (McAnulty, 2007)

Se ha demostrado que otras poblaciones celulares que participan en la fase inflamatoria pueden
estimular de manera paracrina a los fibroblastos para proliferar, diferenciarse a miofibroblastos y
producir mayores cantidades de coldgena, mediante la secrecion de TGF-p. Los fibrocitos, células
originadas de médula dsea que se caracterizan por presentar una morfologia similarlos fibroblastos,
produccidn de coldagenay presentacion de antigenos, llegan rdpidamente al sitio de laheriday son
una fuente importante de TGF-B; se sabe que la produccidn de esta citocina estd directamente
relacionada con el tamafio de la quemadura, ya que el tamano de la herida es directamente
proporcional al nimero defibrocitos(Yang, L. et al, 2002). También se ha determinado quela fuente
principal de TGF-B puede provenir de linfocitos CD4+, cuya poblacidn alcanza su pico durante lafase
proliferativa y se ve aumentada en pacientes con quemaduras (Wang, J. et al, 2007) Asi, distintas
fuentes celulares pueden sensibilizar a los fibroblastos a producir TGF-B y mantener una
retroalimentacién positiva mediante un mecanismo autocrino de comunicacién (Rosenbloom, J. et

al, 2008)
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Relacion entre la fase inflamatoria y la fase proliferativa

Debido a que muchos factores que participan en la reaccidon inflamatoria regulan también la
proliferacion del tejido; existe una estrecha relacidn entre estas dos fases que ha sido motivo de
muchos estudios, los cuales han permitido llegarala conclusién de que lafase inflamatoria no sélo
es necesaria para que proceda la fase proliferativa, sino que ademas es la naturaleza de la fase
inflamatoria quien determina el proceso de curaciény cicatrizacion de la herida (Darby, I. et al,

2007).

Como ya se menciond, las quemaduras presentan caracteristicamente una elevada respuesta
proinflamatoria, que se caracteriza por mantener el flujo de distintas poblaciones celulares,
principalmente por linfocitos T y macréfagos, asi como exacerbados niveles de citocinas
proinflamatorias, que ademas promueven la proliferacién de queratinocitos y fibroblastos. Por
ejemplo, se hademostrado que tanto TNF-a como IL-1B actian sinérgicamente en laremodelacidn
del tejido y ambas tienen actividad profibrética en el proceso de cicatrizacion, a pesar de ser
potentes inductores de metaloproteasas (Salgado, M. et al, 2012). De igual manera, IL-6 participa
en la produccién de moléculas de |la matriz extracelulary en la diferenciacion de los fibroblastos
mediante laactivacién de STAT3 encicatrices hipertréficas (Ray, S. et al, 2013), mientras que IL-10
actia como inhibidordel TGF-B, de la produccién de colagenae inductorde la expresion de MMP s

(Shi, J. et al, 2013).

De esta manera, una exacerbada o crdnica reaccidn inflamatoria, como la que se presenta en las
guemaduras de segundo grado, puede conducir a que los niveles de citocinas proinflamatorias y
fibrogénicas, principalmente TGF-B, permanezcan sobre los niveles normalesy que ello conduzcaa
un proceso de reparacion fibroticoy alaposterior formacidn de cicatrices abe rrantes (ver Figura4)

(Darby, I. et al, 2007; vander Veer, W. et al, 2008; McAnulty, R., 2007).
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Figura 4. Modelo general de la re paracion “vs” fibrosis crénica. La diferenciacion de los fibroblastos esta determinado
porel estrés mecdanico yla accion de TGF-. El estrés mecanico serefiere a lafuerza de contraccion que ejercen los
fibroblastos y miofibroblastos para cerrar la herida, dicha fuerza puede estimular el cambio de fenotipo en los
fibroblastos. La noresoluciéno retrasode la resolucion de lainflamaddn puede conducir a la fibrosis cronica. Tomado
de (Darby, I. et al, 2007)

Reparacion aberrante: Cicatrices hipertroficas y queloides

La fibrosis, que es resultado de una exagerada fase inflamatoria, puede ser definida como el
reemplazo de los elementosestructurales normalesdel tejidoporunaacumulacién no funcional de
colagenaydemastejido de cicatrizacion (Diegelmann, R. et al, 2004). Este reemplazo estd asociado
a un gran numero de padecimientos en diferentes érganos; en piel conduce a la formaciéon de

cicatrices hipertroficasy queloides.

Las cicatrices hipertréficas se caracterizan por presentar una coloracion rosada o rojiza, usualmente
no excedenloslimites de laheriday con frecuencia pueden desaparecer o disminuir sutamafo con
el tiempo (Wolfram, D. et al, 2009). Su prevalencia difiere entre el color de piel y la edad; y es
bastante alta posterior a una quemadura, ya que se estima que en los nifios y personas
afroamericanas alcanza hasta el 75%, mientras que en caucasicos es aproximadamente en un 60%
(Bombaro, K. et al, 2003). Los queloides en cambio, se desarrollan masalld del borde de laheriday
rara vez disminuye sutamano con el tiempo (Tuan, T. et al, 1998). Su desarrollo depende de varios

factoresy su prevalencia después de las quemaduras es del 80% (Gragnani, A. et al, 2010).
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Las cicatrices hipertréficas y queloides se caracterizan por presentar una depdsito excesivo de
coladgena e inhibicidn en su degradacion en la dermis y tejidos subcutaneos, lo cual resulta en
anormalidades eneltejidoydolor, con ello el paciente presentaunadisminuciénensucalidad de
vida. Histolégicamente (ver Figura 5), las cicatrices hipertroficas y queloides exhiben sus fibras de
colagenaenladermisalineadasenunplano paraleloalaepidermis,ademas de ser mas abundantes
y mas gruesas; la poblacidn celular [caracterizada por miofibroblastos con filamentos de a-SMA y
filamentosintermedios de desmina principalmente (Darby, |. et al 2007)] y los vasos sanguineos en
la dermis se encuentran en menor nimero y esta distribuidos Unicamente en “islas” rodeadas de
coldgena. Ademas, los paquetes de colagena en los queloides se encuentran mayormente
concentrados, formando nédulos de colagena distribuidos entreladermis (Tuan, T. et al, 1998). Los
fibroblastos denominados queloides producen hasta 12 veces mas colagena que los fibroblastos
normales; mientrasque los fibroblastosque se presentan en cicatriceshipertréficas producen hasta

4 veces mas (Gragnani, A. et al, 2010).

A) B) C)

Figura 5. Comparacién histoldgica entre piel normal, cicatriz hipertréfica y queloide. A) Piel normal, con células
distribuidas uniformemente en la dermisyfibras de colagena irregulares. B) Cicatriz hiperfréfica. C) Queloide. Tanto en
B como en Cse muestra un exceso de colagena alineada con la epidermis, poblacién celular concentrada en islasy
presencia de nddulos de coldagena (N) en C. Tomada de (Tuan, I. et al, 1998).
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Diversos estudios in vitro han demostrado que los fibroblastos provenientes de cicatrices
hipertréficasy queloides difieren en su actividad de los fibroblastos normales de dermis mostrando
una alta produccién de distintas citocinas pro inflamatorias. En presencia de TGF-B, los fibroblastos
provenientes de estas cicatrices aumentan su produccién de colagena lll y su proteina chaperona
Heat Shock Protein 47 (HSP47), quien participa en la secrecion de la colagena (Maitoh, M. et al,
2001), ademas de que presentan un porcentaje de contraccion mayor cuando son sembrados en un
gel de colagenaen comparacién con los fibroblastos normales (Smith P. et al, 1999). Ademas, Xue y
colaboradores reportaron que en fibroblastos obtenidos de queloides se presentan altos nivelesde
IL-6 (Xue, H. et al, 2000) mientras que Boyce y colaboradores reportan una alta poblacién de
macréfagos y liNfocitos CD3+ que relacionan con el incremento en las citocinas TNF-a e IL-1B en

queloides (Boyce, D. etal, 2001).

Algunos tratamientos contralas cicatrices hipertroficasy queloides estan enfocados en disminuiry
potenciar la respuesta inflamatoria, asi como la produccién de TGF-B y moléculas de la matriz
extracelular. Porejemplo, el uso de esteroides inyectados en ladermis papilar, como acetdnido de
triamcinolona y dexametasona, inhiben la éxico nitrico sintetasay la proliferacion de fibroblastos,
disminuyendo entonces la produccidn de coldgena. Laterapiaabase de esteroidescominmente se
combinacon lacrioterapia, que facilitalaaplicaciéondel esteoidey su absorcidn por parte del tejido,
sinembargo puede tenerefectos secundarios adversos como dolory atrofia. Otros métodos sonla
escision quirudrgica de la cicatriz y la presoterapia, que es muy usada en pacientes que desarrollan
fibrosis por quemaduras; mientras que la escisién tiene un alto porcentaje de recurrencia, la
presoterapia es poco funcional en lesiones con mas de seis meses de evolucién. También se ha
explorado el uso terapéutico de Inmunomoduladores y antiinflamatorios como posibles
antifibréticos, porejemplo: Interferén a, que inhibela produccién de colagenasly lll, el Imiquimod,
gue es afina algunos de los receptorestoll like y que puede causarladegradacion de la colagenay
algunos agentes como tacrolimusy el sirolimus, que afectan directamente la produccion de TNF-a
y otras citocinas proinflamatorias (Avila, A. et al. 2014). Sin embargo, actualmente no existen
tratamientos que sean completamente eficientes para evitarel desarrollo de cicatrices aberrantes
(Patel, P. et al, 2012; Rosenbloom, J. et al, 2008; Bloemen, M. et al, 2009), por lo que lamayoria de

las medidas contra el desarrollo de estas fibrosis se enfocan enla prevencidn.
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Pirfenidona

La pirfenidona (PFD) es una piridina (5-metil-1-fenil-2(1H)-piridona) que ha sido usada
anteriormente como antihelmintico y actualmente se encuentra en Fase clinica Il por sus efectos
antifibréticosen el tratamiento contralafibrosis pulmonaridiopatica. Porsu estructurasimple (ver
figura 6), esta molécula es capaz de moverse a través de las membranas celulares sin requerir un
transportador, ademas de que se hareportado que no tiene efectos toxicos a dosis menores a 2500
mg/al dia, aunque los efectos adversos que produce (nauseas, dolor de cabeza, vémito, etc)

disminuyen cuando se administra oralmente acompafnada con alimentos (Macias-Barragan, 2010).

Figura 6. Estructura de Pirfenidona, Peso molecular: 185.22 [g/mol], Férmula molecular: C12H1:NO

Tomada de (Macias-Barraadn. J. et al,2010)

La pirfenidona se metabolizarapidamente en el cuerpo, se ha estimado que su vidamediade ésta
después de su ingesta oral en forma de tabletas es de aproximadamente 2.5 hrs en adultos
saludables; su principalviade eliminacién es através de laorina, donde se elimina hasta el 80% del
farmaco (Rubino, C. et al, 2009). Mas de un 95% de la PFD se eliminacomo acido carboxilico, y no
se han encontrado losintermediarios que participan en estareaccidn, por lo que se sugiere que es
metabolizada a una alta velocidad, mientras que menos del 1% se elimina como PFD y menos del
0.1% se elimina en forma de sus metabolitos 4-hidroximetil o 5-hidroxil (Giri, S. et al, 2002) (Rubino,

2009). La enzimaque realizaeste proceso es el citocromo CYP1A2, pertenecienteala superfamilia
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P450, sin embargo, multiplesisoformas de ésta misma participan también enla degradacion de la
pirfenidona (Rubino, C. et al, 2009). El fdrmaco también se distribuye en los tejidos rapidamente
cuando se aplica directamente de maneratdpica; Suny colaboradores han probado la distribu cién
de PFD en el ojo aplicando gotas de dicho farmaco al 0.5% diluido en agua estéril. En su estudio
observaron que PFD se distribuye rapidamente en el tejidoy permanece en el cuerpo por poco
tiempo, entre 18 y 72 minutos; sin embargo, estamedia puede prolongarse sise aplicaen pomada

(Sun, G. et al,2011).

Se sabe que pirfenidona presentaunaaltaafinidad por p38 pertenecienteala familia de las MAPK
y descrita como una proteina cinasa activada por estrés (SAPKs), ya que puede ser activada por
numerosos factores que causan estrés celular, entre ellos el dafio al DNA, radiacién UV, estrés
oxidativoyosmotico, y enrespuestaa algunas citocinas proinflamatorias, entre ellas IL-1, y al TGF-
B (Coulthard, L. et al, 2009). Este miembro de las MAPKS actla activando distintos factores de
transcripcién, proteinas cinasas y proteinas nucleares, lo que conduce a desencadenar una
respuesta inflamatoria, al arresto del ciclo celular, a la diferenciacién celular, apoptosis,
senescencia, produccién de citocinas y regulacion del empalme del RNA (Coulthard, L. et al, 2009).
Por ello, es probable que la actividad antifibrética y antiinflamatoria de PFD sea resultado de la

inhibicion de p38enla via MAPK (Ma, Z. et al, 2013).

La pirfenidona ha sido ampliamente probada en modelos in vitro e in vivo; su eficacia ha sido
evaluadaen modelosde fibrosis pulmonar, hepaticay renal con resultadosprometedores. (Macias-
Barragan, J. et al, 2010). Usando el modelo de fibrosis pulmonarinducida por bleomicina lyery
colaboradores (lyer, S. et al, 1999) probaron la pirfenidona como tratamiento contra fibrosis
pulmonaren hamsters. En sus resultados reportaron un aumento significativo enlos niveles de TGF-
B en el grupo tratado sélo con bleomicina, mientras que el grupo tratado con bleomicinay
pirfenidona mostrd una disminucion significativa en los niveles de TGF-f3, a nivel postranscripcional
y de mRNA, por lo que concluyeron que pirfenidona actiia como antifibrético inhibiendo el TGF  a
nivel transcripcional. Hirano y colaboradores (Hirano, A. et al, 2006) también reportaron una
disminucidn en los niveles de TGF- B después del tratamiento con PFD en su ensayo sobre la
actividad de dicho farmaco en hiperrespuesta de las vias aéreas y la inflamacién crénica de éstas
durante el asma bronquial. En este estudio, los autores estimularon las vias respiratorias con

ovoalblimina parainduciruna sensibilizacidn aratones para presentaruna hiperrespuesta, traslo
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cual midieron el flujode leucocitos en el lugary los niveles de citocinas que caracteristicamente se
encuentran elevadas en este tipo de respuesta. En sus resultados, los autores reportan una
disminucionen el flujo de eosindfilos y linfocitos en el sitio sensibilizado con el tratamientocon PFD,
ademads de una disminucién de las citocinas IL-4, IL-5, IL-13 y los factores de crecimiento PDGF Y

TGF-B enrelacidon con un grupo control sensibilizado en ausenciade PFD.

La actividad antifibréticade PFD también se ha probado en el efecto sobre la expresion de MMP y
TIMP. Di Sarioy colaboradores (Di Sario, A. et al, 2004) realizaron un estudio con PDF sobre fibrosis
hepatica, lacual fue inducida en ratas tres semanas antesde laadministraciondel farmaco a probar
en la dieta del grupo experimental. Posteriormente, se tomaron muestras de sangre y de higado,
para medir la expresion de a-SMA, procolagena al, TGF-B;, TIMP-1 y MMP-2 por las células
estelares del higado mediante western blot y northern blot. En sus resultados, encontraron que el
grupo experimental tratado con PFD, mostrd niveles menores de la proteina a-SMA, ademas
menores niveles de mRNA que codifica para procolagena al, TGF-B, TIMP-1 y MMP-2. Por lo que
concluyeron que el potencial antifibrético de PFD radica en su actividad para disminuir los niveles
de mRNA de TGF-B, lo cual tiene como consecuencia una reduccidn en los niveles de procoldgena

aly TIMP-1, ya que ambos estan regulados porel primero.

Nakayamay sus colaboradores (Nakayama, S. et al, 2007) estimularon fibroblastos de pulmén de
humano con TGF-B que después fueron tratados con PFD para posteriormente evaluar los niveles
de expresion, tantoanivel de mMRNA como de proteina, de coldgenaly la proteinachaperonaHSP
47, la cual esta involucrada en la secrecién de la coldgena. En su estudio, los fibroblastos tratados
Unicamente con TGF- mostraron un aumento significativo en la expresién de coldgena | y HSP47,
mientras que en el grupo estimulado por TGF-B y tratado con PFD mostré una disminucidn
significativa en la expresiéon de ambas, a nivel transcripcional y proteico, de manera dosis-
dependiente. Asi, ellos concluyeron que el efecto antifibrético de la PFD esta dado no sdlo por la

inhibicion de laexpresidon de lacoldgenal, sinotambién atravésde lainhibicidon de laHSP47.

Por otro lado, se han comenzado a estudiar las vias de sefializacién en las que interviene la
pirfenidona en modelos in vitro. Conte y colaboradores (Conte, E. et al. 2014) estimularon con TGF-
B fibroblastos con fenotipo de fibrosis pulmonar idiopatica para inducir una mayor produccion de

aSMA vy colagena 1 (Col-1). Al mismo tiempo se adiciond pirfenidona en el medio de cultivo del
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grupo experimental durante 48 horas. Posteriormente hicieron pruebas citotoxicidady proliferacion
y evaluaron niveles de aSMA, colagenatipo 1 (col-1) asi como laactividad de Smad3, p38 y Akt, las
cuales son participantes en la cascada de sefalizacion del TGF-B. Los autores reportaron que
pirfenidona no tiene efectos citotdxicos en los fibroblastos en las dosis usadas; sin embargo si
disminuye la proliferaciéon celular. La pirfenidona induce también una disminucion en los niveles de
MRNA de aSMA de manera dosis dependiente, cony sin el estimulo de TGF- B; Col-1 también
disminuye ensus nivelesde mRNAYy proteina de manera dosis dependiente con el tratamiento, sin
embargo no disminuye de sus niveles basales.En las pruebas realizad as sobre la actividad de Smads3,
p38 y Akt, los autores reportaron que dichas proteinas se inhiben bajo el tratamiento con
pirfenidona a la mayor concentracién usada en el estudio. Por lo cual, concluyen que la actividad

antifibréticade PFD esta dada por su actividad directa sobre la cascada de sefializacién del TGF- B.

También se ha propuesto el uso de PFD para el tratamiento de cicatrices queloides, Masuyoshiy su
equipo (Masuyoshi, S. et al. 2011) usaron un modelo de contraccidn de la herida, el cual consistio
de gel de colagena al que se le sembraron fibroblastos queloides. La contraccion del gel fue
examinadaconysin TGF- B, en presenciaoausenciade PFD. Ensusresultados, ellos reportaron una
contraccion del gel significativamente mayor bajo el estimulo de TGF- B, la cual disminuyd en
presenciade laPFD. De maneraadicional, evaluaron laexpresién de mRNA de TGF- 3, del factorde
crecimiento de tejido conjuntivo (CTGF), de aSMA y col-1 en fibroblastos queloides con y sin PFD.
La expresiéon de aSMA y CTGF disminuyé significativamente en presencia de PFD, por lo que sus

resultados muestran el potencial de la PFD en el tratamiento de cicatrices queloides.

Adicionalmente, se ha reportado que pirfenidona inhibe la secrecién de otras citocinas pro-
inflamatorias. Nakasato y colaboradores (Nakasato, S. et al, 2002) estimularon la linea celular
RAW264.7, procedente de monocitos de ratdn, parala produccidn de citocinas proinflamatorias; los
niveles en éstas en el sobrenadante fueron evaluados con y sin PFD. Sus resultados muestran una
disminucion en los niveles de TNF-a, IL-6 e IFN-y en presencia de PFD. Evaluaron también la
expresion de mRNA de dichas citocinas conysin PFD, sin encontrarresultados significativos, por lo
gue concluyen que PFD actua a nivel traduccional a través de un mecanismo de sefializacidon
dependiente de MAPK2. Ademds, PFD aumenté los niveles de IL-10 a nivel transcripcional, lo cual

sugiere que PFD no sélo actia como un antifibrético, sino también como antiinflamatorio.
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La actividad de PFD sobre queloides ya ha sido evaluada en modelos murinos. Shetlar y
colaboradores (Shetlar, M. et al, 1998) realizaron injertos de tejido queloide, proveniente de cirugias
plasticas, en ratones atimicos. El tejido fue medidoy pesado antes de realizarel implante, de igual
manera al momento de retirarse. Los ratones del grupo experimental con PFD la recibieron en la
dietadespuésdelimplante. En sus resultados, reportaronunadisminucién del peso humedoy seco
del implante de tejido queloide en aquellos ratones bajo tratamiento con PDF, a diferencia de los
ratones en ausenciade dicho farmaco, por lo que concluyen que PFD puede ayudara aumentarla

tasa de degradaciény reabsorcion del tejido.
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Antecedentes

Recientemente se han realizado estudios clinicos en pacientes con cicatrices hipertréficas y
queloides, en las cuales se pusieron a prueba los efectos de PFD como antifibrético. Salmean
(Salmean, 0., 2009) realizé un ensayo clinico para evaluarla actividad antifibrotica de la aplicadén
tépica de PFD en gel al 8% en cicatrices hipertroficas y queloides producidas por distintas causas,
entre ellas quemaduras. El ensayo, con seguimiento durante 12 meses, buscé determinar la
efectividad del tratamiento actuando sélo o en complemento con alguna otra terapia, la presenda
o ausencia de efectos secundarios, asi como las ventajas y desventajas del mismo. Para ello, se
incluyd a pacientes con cicatrices hipertroéficas o queloides, sinrango de edad, alos que se les aplicd
PFD en gel en el drea de estudio tres veces al dia durante los 12 meses del ensayo. Cada mes se
capturd en fotografias laevolucion de lacicatriz, después se midieron las dimensionesde la misma,
se compararon los cambios enlacoloracién y apariencia de la superficie y tambiénse aplicé la escala
de Vancouver para comparar la plegabilidad, altura, vascularidad y pigmentacién de la cicatriz. El
estudio mostrd la regresidn de las cicatrices en la mayoria de los pacientes, porlo que se concluyd
gue PFD es una molécula con un gran potencial antifibrético que produce ademas pocos efectos

secundarios.

Armendariz- Borunda (Armendariz-Borunda, et al, 2012) realizé un estudio prospectivo similar al
mencionado anteriormente, pero con la aplicacién de PFD en pacientes pediatricos con cicatrices
hipertréficas o queloides producto de quemaduras. Los pacientes incluidos en el estudio fueron
nifios de entre 3 y 16 afios, con cicatrices hipertréficas o queloides producto de quemaduras de
cualquieretiologiay que éstas tuvieran al menos tres meses de evolucion sin tratamiento previo. El
tratamiento consistié en la aplicacion tépica de PFD en gel al 8% en la cicatriz tres veces al dia,
durante 6 meses; el grupo control recibid la terapia por presiéonsin PFD. La evolucién de lacicatriz
fue evaluada cada mes y mediante laescala de Vancouver, dichos parametros fueron comparados
eneltiempo paracada paciente, asimismo, se compard el grupo experimental con el grupo control.
Al cabo de los seis meses, Los autores encontraron una notable mejoria en los pacientes tratados
con PFD, alcanzado la reduccion de la cicatrizhasta un 67% en algunos pacientes. Cadauno de los
pacientes mostré diferencias significativas en los valores de la escala de Vancouver iniciales con
respecto a los finales. De la misma manera, se encontraron diferencias significativas entre el valor
promediode laregresién de lacicatriz con cada tratamiento; ya que en aquellos pacientes tratados

con presion, el tamafio de lamisma se redujo Unicamente un 16% en promedio. El estudio reporta
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lapresenciade efectos secundarios, los cualesincluyen laformacién de erupciones o eritemas en el
12% de los pacientestratados con PFD; sin embargo, éstos desaparecieron unahora despuésdela
aplicacion del mismo. Porlo tanto, los autores concluyen que PFD puede seruna muy buena opcén

en el tratamiento de estas cicatrices.

Peral (Peral, M., 2013) realizé un estudio clinico en el que evalud la velocidad del proceso de
cicatrizacion, tamafio y calidad de las cicatrices en pacientes pediatricos que presentaron
guemaduras de segundo grado. El estudio propuso laaplicacidn tépica de PFD podia modular lafase
inflamatoriainicial después de unalesién por quemadura; para ello, se escogieron pacientes entre
5 meses y 17 afios que presentaran quemaduras de segundo grado de cualquier tipo, que no
rebasara el 30% de extensiény que no tuvieran mas de 48 horas de evolucién. El farmaco PFD fue
aplicado como gelen el area de la lesion durante tres semanas; en las que se evalud el tamaio de
la cicatriz por planimetria, la calidad de cicatrizacion por escala de Vancouvery la velocidad de
cicatrizacion mediante una evaluacidn visual. El estudio demostré que los pacientes con el
tratamiento con PFD presentaron una disminucién en la cicatrizacion que fue estadisticamente
significativa; sin embargo, no encontraron diferencias entre el tiempo de recuperacidn de los
pacientes con y sin tratamiento. Por todo lo anterior, PFD ha demostrado ser un farmaco con

potente actividad antiinflamatoriay antifibrotico que debe seraprovechada (Figura 7).

Figura 7. Potendal antifibrético y antiinflamatorio de pirfenidona. Modificado de

Macias-Barragén, J. et al, 2010.
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Justificacion

En las lesiones por quemaduras se observa de manera inmediata una potente respuesta
inflamatoria, la cual se incrementa durante las primeras horas posteriores al dafio, y se mantiene
exacerbada por tiempos prolongados. Este proceso inflamatorio y las citocinas producidas se han
asociado fuertemente con una profundizacién de laheriday procesos fibréticos de la reparaciénde
lalesién. Porotra parte se ha observado que la utilizacién de agentes antiinflamatorios durante las
primeras 24 horas posteriores a la quemadura, favorecen a una mejor reparacion de la herida en
términos de unamenor profundizacion de lalesiény una cicatrizacion menos fibrética. Sin embargo
no se conocen las vias de sefalizacion que modulan dichos efectos, por lo que resulta necesario
estudiarnosolo el efectode laadministracidn de estos agentes sino también el patrén de citocinas
que se liberanen elmicroambientede lalesion como resultadode laadministracién tépica de ellos.
En particular la pirfenidona ejerce un importante papel anti inflamatorio, modulando la expresién
de distintas citocinas, por lo que estudiar los efectos de su administracion en lesiones de
guemaduras de segundo grado y en equivalentes tisulares dérmicos permitird nosolo abundaren
el conocimiento de dichos mecanismos sino también en ofrecer nuevas estrategias terapéuticas.
Por lo que es necesario evaluar el patrén de citocinas anti y pro inflamatorias en lesiones de

guemaduras tratadas de maneratempranacon pirfenidona
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Hipdtesis
Si la pirfenidona administrada topicamente en un gel al 8% modula la respuesta antinflamatori,
entonces al administrarla directamente sobre lesiones de quemaduras de segundo grado se

observard unadisminucidnenlaproduccion de TGF-p.
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Objetivos
Objetivo general

Demostrar que la aplicacién de la pirfenidona en quemaduras de segundo grado en pacientes

pedidtricos, induce unadisminucién en larespuesta proinflamatoriay profibroética.

Objetivos particulares

0 Evaluar en lesiones de quemaduras de segundo grado, la produccion de TGF-B

despuésde laadministracién de pirfenidona

0 Evaluarenlesiones de quemaduras de segundo grado, la produccion de TNF-a, IL-

1B, IL-6 e IL-10 en presenciay ausencia de laadministracion de pirfenidona.
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Material y método.

Consideraciones éticas.

Todas las muestras de tejidos utilizados en este estudio fueron colectadas de pacientes de entre 3
y 18 afios de edad con lesiones por quemaduras de segundo grado superficial o profundo, que
tuvieran una extension afectada de entre el 10y 30% de superficie corporal, que no cursaran con
lesiones agregadas y/o quemaduras de vias aéreas, de acuerdo a las consideraciones éticas
propuestas en el PROYECTO DE INVESTIGACION (ensayo clinico controlado, aleatorizado, doble
ciego) aprobado por los correspondientes COMITES DE ETICA, incluyendo criterios de seleccidn
(inclusién, no inclusidn y eliminacidn), asi como la firma del correspondiente consentimiento
informado, por lo que en esta tesis con la finalidad de resguardar plenamente la informacién
personal de los participantes, no se mencionaran: nombres, iniciales ni centros hospitalarios de

atencion.

Después aprobar los criterios de inclusién, a los sujetos seleccionados se les asignd un niumero de
identificacion Unico, y posteriormente se les asignd el tipo tratamiento que les correspondia,

experimental o control (Verapéndice 1).

Aplicacion de tratamiento y toma de biopsia
Una vez que los pacientes aprobaron los criterios y demas requisitos para incorporarse al ensayo,

se lestomd unabiopsiade piel lesionadaantesde aplicarel tratamiento.

De acuerdo al tratamiento asignado, a cada individuo se le aplicé PFD en gel al 8% o el vehiculo,
segun correspondiera. El gel se aplicé formando una delgada capa sobre la quemadura, cada 12
horas durante al menos dos dias, empezando después delingreso del paciente al hospital; paraun
total de 4 a 6 aplicaciones. Después de que se realizaron dichas aplicaciones, se procedié a tomar

una nueva biopsiade aproximadamente 3mm del centrolalesion, encada paciente.

Las biopsias fueron fijadas mediante inmersion en solucién de Zamboni y posteriormente fueron
enviadas al Laboratorio de Inmunoterapia Experimental, del departamento de Biologia Celulary
Tisularde laFacultad de Medicinade laUNAM, enlaCiudad de México, parasu analisis. Lamuestra

fue procesada en el laboratorio, mediante técnica histoldgica en parafina. De cada biopsia se
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obtuvieron5 cortesde 5 a 7 micras de espesor, cada uno de los cualesfuerontefiidos mediantela

técnicainmunohistoquimica (IHQ) dirigida contralas citocinas TGF-8, TNF-a, IL-1B, II-6 e IL-10.

Procesamiento porinmunohistoquimica

Para lleva al cabo la técnica IHQ, los cortes histolégicos fueron desparafinados y rehidratados con
agua desionizaday PBS. Enlos cortes para TNF-a, fue necesario realizar unatécnica de recuperacién
antigénica, con buffer de citratos 0.1 M, pH= 6, en olla express a 120°C durante 3 minutos y
posteriormente lavados con agua destilada. Se inhibid la peroxidasaendégenaen todos los cortes
con H,0,en PBS al 3% durante 10 minutos. Después, se realizaron 3 lavados con PBS durante 10
minutos cada uno, al finalizar se bloquearon con PBS/Albumina 0.1%/tween 0.05% durante 10
minutos a temperaturaambiente. Al terminarel bloqueo se incubaron durante 60 minutos a 372C
con el anticuerpo primario aladilucién correspondiente: TGF-B (Ms mAb TGF-3 (abcam) 1/200), IL-
1B (Rb pAb IL-1B (abcam) 1/200), IL-6 (Rb pAb IL-6 (abcam) 1/800) e IL-10 (Rb pAb IL-10 (abcam).
Luegodelaincubacion conlos anticuerpos primarios, se realizaron 3lavados nuevamente con PBS,
cada uno durante 10 minutos y después se incubaron nuevamente con PBS/Albumina al 0.1%. Al
términode loslavados, se incubaron con el anticuerposecundario correspondiente:antirabbit (pAb
Rb IgG biotinado) y anti mouse (pAb Ms Ig6 biotinado), durante 60 minutos a 37°C. Finalmente se
repitieronloslavados con PBS de la misma maneraque los anterioresy los cortes fueron revelados

con una solucion de diamino bencidina (DAB).

Andlisis cualitativo de las muestras.

Previo al andlisis morfométrico con ayuda delsoftware Image Pro Plus 7.0, se realizé una descripcion
cualitativaenfuncionde laintensidad de lamarcaen las distintas biopsias con cada citocina. Dicha
descripcidn consistié basicamente en la asignacién de una etiqueta en una escala de “negativa”
(aquellas muestras que no presentaran marcade IHQ) hasta “alta” para aquellasen las quelamarca
erade la mayorintensidad. Asimismo, se asigné una descripcidn cualitativa delestado del paciente;
como “Inflamacién” el caracterizado por alta expresion de citocinas proinflamatorias en lasegunda
o muestraambas, y “Progresidon” en aquellos pacientes que presentaron unadisminuciénendoso
mas citocinas proinflamatorias y aumento en IL-10. Dado que mas de un paciente contd con mas de
un par de biopsias, se designé cada par como “caso”, teniendo untotal de 23 casos pertenecientes

a 19 pacientes.
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Toma de fotos y andlisis morfométrico mediante el programa IMAGE PRO PLUS 7.0®

Para realizar el analisismorfométrico, se procediéatomar fotografias de los cortes histol égicos, con
unacamara digital NikonDS-F, acoplada aun microscopio vertical Nikon Eclipse 80i y el software de

captura Nis Elements-F, instalado en un equipo pccon Windows XP.

Para tomar las fotografias, previamente se seleccionaron los mejores parametros de iluminacién,
en el microscopio con intensidad maxima de luz y en el programa de captura los pardmetros y
modificaciones digitales, éstos Ultimos se guardaron y se aplicaron a todas las fotografias. Se cuidé
minuciosamente que cada fotografia fueratomada con los mismos parametros de luz. De cada corte
histoldgico de piel, se tomaron entre 15 y 25 fotografias, dependiendo del tamafio del corte; las
fotografias se capturaron con la lente objetiva de 40X para el analisis y de 4X para tener unaimagen

panoramicadel corte.

El andlisis morfométrico se realizé mediante la utilizacién del software de analisis morfométrico
Image Pro Plus 7.0 (Media Cybernetics), para lo cual fueron estandarizados los pardmetros de
calibracion de dreay densidad dptica, asi como los rangos de color a analizar. Posteriormente, se
realizd una programacién para llevaral cabo el analisis de las fotografias de manera automatica; el
cual se aplicé a cada una de las fotografias tomadas con el lente de 40X de todas las citocinas

evaluadas. Dicho macro contenialos siguientes pasos:

1. Calibracion espacial: El programa, de manera automatica, entrega los resultados en unidades de pixel, por lo que fue necesario
grabar una calibracién para que las unidades de los resultados fueran entregadas en micrometros. Esta opcion fue calibrada en
la barra de herramientas superior, sobre la opcion [Measure] ->[Calibration] -> [Spatial calibration], la ultima opcion abre una
ventana donde se configurala calibracion (Figura 8.b).

2. Calibracion de intensidad: Esta calibracion se realiza para indicarle al programa el rango de colores que se deben de considerar
como oscurosy claros, para que se pueda llevar a cabo el cdlculo de la densidad dptica. De manera similar a la anterior, la
herramienta fue aplicada en [Measure] ->[Calibration] -> [Intensity calibration] y ajustando la curva a “Std. Optical Density’,
después se configuro conlos colores de imagen la imagen que presento la marca de IHQ mds intensamente teiiida (Figura 8.c).

3. Segmentacion: Esta herramienta permitio escoger el rango de color que se determiné como marca positiva para IHQ. Para ello,
fue necesario acceder a la barra de herramientas [Count/size] ->[Intensity range selection] ->[Manual], conlo que se abre la
ventana de “Segmentation”. Para este andlisis, se eligié determinar el color mediante el histograma de color y utilizando e canal
HSI (tonalidad, saturacién e intensidad), ya que mediante este sistema fue mds sencillo discriminar los colores. Finalmente se
determinéd un rango de tonalidad (H) que abarcaba toda la marca considerada por el usuario como positiva, este rango se
establecio después de analizar 10 fotografias con distintos niveles de tonalidad, desde tenue a intensa (Figura8.d y e).

4. Conteo dedreaydensidad dptica: Una vez que se configuré el rango de color a analizar, continué el andlisis de drea y densidad
optica. Para ello, en el menu [Count/size] -> [Measure] ->[Select Measurements] se despliega una ventana con todos las
caracteristicas queel programa puedemedir. Aqui seseleccioné “Area” y “Densidaddptica”,para lascualestambiénse establecio
un rango de medicién. Al cerrarse laventana de [Select Measurements], en la ventana [Count/size] se determinaron las opciones
de color de la mdscara, tipo y forma de conteo asi como la manera en la que se muestran los resultados, en el botén “Options”
Finalmente, después de regresar a la ventana [Count/size], se aplicé “Count” para que el programa realizara las mediciones
(Figura 8.f, Figura 9.ay b).
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Limited watershed: Esta herramienta permitio dividir el area medida en dreas de menor tamaio, aumentando asila sensibilidad
de la medicién. Para ello, en la ventana [Count/size], aplicamos [Edit] -> [Limited Watershed], con lo que el programa abre una
ventana para indicar el nimero de pixeles en los que se dividird el drea contada. Al aplicar esta herramienta, toda el drea medida
se dividié en fracciones de menor tamario, lo cual permitié que el andlisis fuera mucho mds exacto (Figura 9.cy d).

Obtencion de resultados: Después de que el programa llevé a cabo los pasos anteriores, la misma ventana [Count/size] contiene
en su parte superior la herramienta “View” la cual, al desplegarse, tiene la opcién de mostrar los resultados calculados e incluso,
los estadisticos de los mismos. Para este trabajo, se usaron tnicamente los estadisticos entregados por el programa, con
promedios, desviaciones estandar y sumas totales.
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Resultados

Se incluyeron en el estudio un total de 20 pacientes, entre los cuales se seleccionaron
aleatoriamentealos que conformarian el grupocon tratamientoplaceboy el grupo con tratamiento
PFD. Solo uno de los pacientes quedd excluido de los andlisis debido ala falta de muestras, porlo
cual sélo se consideraron 19 en el estudio. Entre ellos se tomaron 47 biopsias, algunos pacientes
tuvieron replicados que incluian piel lesionada sin PFD (Tratamiento B o Placebo) y piel lesionada
con PFD (Tratamiento A), dependiendode la extensiénde laquemadura. El estudio que se desarrolld

fue doble ciego porlo que no se conocia qué muestras correspondian a cada tratamiento.

En lafigura8se muestraunaserie de fotografias de loscortes histolégicos provenientes de distintos
pacientes procesadas mediante inmunohistoquimica contra las distintas citocinas, en donde se

apreciauna tincidn diferencial para cada citocina.

En una primera intencién estas imagenes fueron analizadas de manera subjetiva sefalando
Unicamente silaintensidad de latincidon se modificd, yasea disminuyendo, incrementando o bien

sino hubo cambios entre la primeray segunda muestra de cada caso.

TGF-B TNF-a 1L-18 IL-6 IL-10

Muestra 1l

Muestra 2

Figura 8. Fotomicrografias de cortes histolégicos procesados por inmunohistoquimica contra las distintas citocinas. Se
observanimagenes representativas de la expresiéon diferencial de cada citocina en dos biopsias distintas provenientes del
mismo padente.a)yb) TGF-B,c)yd) TNF-a, e) yf) IL-1B, g)yh) IL-6,1) yj) IL-10. NOtese que en términos de intensidad de
la marca la expresion de las distintas citodnas es diferencial, siendo TGF-B (a y b), e IL-10, las que muestran una mayor

variacion entre lasdos muestras.
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Cuando evaluamos de maneraindividual cadauno de los casos, encontramos que en 13 casos, es
decirel 56% de las muestras, no mostraron una mejoriaen términos de la intensidad de latincion
para TGF-B y las citocinas proinflamatoriasIL-1B e IL-6; esdecirque en lasegunda muestrade cada
uno de los casos se observd un marcaje similar o incluso aumentado con respecto a la muestra
inicial, mientras que el44% de los casos mostré unareduccidn y por lo tanto, una mejoriaen relacién
alaintensidad de lamarcade IHQ enlas citocinas proinflamatorias. Cabe sefialarque laexpresion
de TNF-a no mostré cambios evidentesen laintensidad de su marca, este analisis cualitativo sellevd
a cabo durante la primerafase del estudio, sintenerconocimiento acercade cudles eran los casos

de pacientes que conformaban cada grupo experimental, ya que hasta este momento el estudio

permaneciacomo doble-ciego. En el andlisis cualitativo, encontramos que aln cuando los cortes de
biopsia provienen del mismo paciente, muchos de éstos muestran distinta expresién de lamarca de
IHQ, lo cual indica que la expresién de estas citocinas en dermis es diferencial y posiblemente sea

resultado de las condiciones enlas que se tomaron las biopsias.

Andlisis morfométrico: Areay Densidad Optica Integrada (DOI).

Con lafinalidad de poderevaluarla expresiéon de las distintas citocinas en toda la superficie de las
distintas lesiones, se tomaron numerosas microfotografias de distintos campos a un aumento de
400X seleccionados aleatoriamente, para cada biopsia de cada citocinaevaluada. A cadauna de las
imagenes obtenidas se les analizé con el software de analisis digital Image Pro Plus 7.0 como se
menciona en la seccidon de métodos, obteniendo para cada campo la sumatoria del area ocupada
por tejido con marca positiva (AREA) y el promedio de la intensidad de la marca en cada imagen

(DENSIDAD OPTICA INTEGRADA).

En las figura9 y 10 seilustrael proceso de analisis digital, donde en primerainstanciase calibraal
software indicando que rango de color, intensidad y tamaio de espécimen debe considerar parael
analisis. Enlasegunda parte del andlisis digital se procedearealizarel conteode las estructuras con
marca positiva y se le aplican distintos filtros con la finalidad de eliminar del conteo aquellas

estructuras que pudieran consistirenfondo o depdsito inespecifico del cromdgeno.
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A) B)

E) F)

Figura 9. Macro grabado para realizarel analisis morfométricoenImage Pro Plus 7.0.A) Ventana deinicio. B) Calibracién

espacial.C) Calibracién de intensidad. D) Menu “Count/Size”. E) Segmentacidn. F) Seleccionar mediciones.
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A) B)

C) D)

Figura 10.Programacién ejecutada para realizar el analisismorfométrico en MAGE PRO PLUS 7.0. Conteo de AREAy
DOI y eliminacién de fondo y depésito inespecifico de cromégeno. A) Selecccién de AREA y DOI B) Areas y DOIs

calculadasporel programa. C) Limited watershed. D) Objetos finalesanalizados.

Posteriormente, con lafinalidad de poder hacer una comparacién semicuantitativa de laintensidad
de la expresién de estas citocinas entre la muestra inicial del tejido dafiado y la muestra obtenida
despuésde haberrecibido algunode los tratamientos, se utilizé el andlisis digital Image pro plus 7.0
(Media Cybernetics) de acuerdo al procedimiento mencionado previamente en la seccién de
métodos se analizaronlas fotografias obtenidas de cada biopsia, enlos parametros de drea marcada

por campo encadaimageny el promedio de densidad dpticaintegrada (DOI).

Cuando comparamos el patrén de tincién observado entre las dos muestras de los 23 casos,
encontramos un comportamiento similaralo observado en el analisis subjetivo, en donde 13de los
casos incluidos en el estudio, es decir, 56%, mostraron un perfil de “Progresion” mientras que al

resto se le asignd el perfil “Inflamacion”.
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Debido a que para ningunade la citocinas estudiadas en el presente trabajo se contd con un valor
de referencia que nos permitiera correlacionar la DOl observada con la concentracién de la
expresionde cadacitocina, se clasificaron 50fotografias de manerasubjetiva mediante apreciacién
en las que se notara un cambio evidente en la intensidad de la tincidn, asignandoles valores de
expresion de 0 a 100 de acuerdo a la siguiente escala, 0, 16.6, 33.3, 49.8, 66.4, 83.1 y 100,
correspondiendo 0 a las fotografias negativas y 100 a las fotografias con mayor intensidad de la
tincidn, posteriormente se calculé el promedio de laDOI de las fotografias asignadas a cada rango
de expresiony con ellose generé unacurva, con la que posteriormente se obtuvo una correladon
lineal entre la escalasubjetiva de expresidnyla DOl de lasimagenes. Loanteriorsirvé parasaber si
de manera semicuantitativa el valor de la DOI se podia utilizar como parametro de concentracién
de las distintas citocinas, como se aprecia en la (Fig. 11). La curva muestra una buena correlacion,

lo que nos permite utilizardicho pardmetro en nuestra evaluacion.

a)

Curva patron de DOI

14

12

10

DOI [UDO/u2

0 e 16.6 333 49.8 66.4 83.1 100

Escala deintensidad (Clasificacion semicualitativa)

b)

Figura 11. Curva patron de evaluaddn subjetiva. A) Esta curva se realizd para convertir la evaluacion subjetiva
observadonal en semicuantitativa, mediante la evaluacién de la Densidad Optica. B) Las fotografias empleadas para
Ilevar a cabo la curva corresponden a las del presente estudio y para llevar a cabo la curva, éstas fueron dasificadas
cualitativamente conlos valores 0, 16.6, 33.3, 49.8, 66.4, 83.1 y 100 de acuerdo al grado de intensidad de la tincién con
IHQ, res pectivamente. En laimagen se muestran las fotografias masre presentativas de cada clasificaddn cualitativa.
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Cuando realizamos una primera comparacion cualitativa entre el estado inflamatorio de los
pacientes, basandonos enlos resultados delanadlisismorfométrico de las distintas imdagenes de cada
una de las biopsias para todas las citocinas, encontramos que las muestras se comportaban
formando claramente dos patrones de tincidn, el primer patrdn consistié en una amplia cobertura
de tejido con marca positivaal igual que unafuerte expresiény el segundo patrén consistié en una
area positivade dimensiones similares pero con una débil expresién, como se muestraen la figura

12.

e o

Muestra 1 Muestra 2 Muestral Muestra 2

a)

b)

c)

d)

Muestras analizadas

f)

Figura 12. Comparacion de los patrones de tincién. A) TGF-beta, b) IL-1beta, c) TNF-alfa, d) IL-6 y f) IL-10. La figura muestra
las fotografias del perfil de citocinasde un paciente representativo de cada grupo antes (muestra 1) y después (muestra 2)
de la aplicaciéndel tratamiento. El grupo marcado con naranja no mostré cambios evidentes enla marca de cada citocina
despuésde 96 horas posterioresa la primera aplicacion delve hiculo, manteniendo una marca intensa en todas las ditocinas.
Mientras tanto, el gruposefialado marcado converde mostréuna disminuciénde lamarcaen TGF-Be IL-6, mientras que
TNF-a e IL-1B se mantuvieronennivelesbajos e IL-10 aumento la intensidad de sumarca enlamuestra 2, ello al cabo de
48 horas posterioresa la primera aplicacion del tratamiento. Al analizarse todaslas muestras, 53% mostrd una mejoria en
su perfilde citocinas, mientras que el 47% mantuvosuestadode inflamacién.
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Posteriormente, al destaparlos casos de acuerdo a la clave previamente establecida, las muestras
fueron analizadas agrupando a las muestras provenientes de pacientes que pertenecian a cada
grupo experimental, el tratamiento A correspondié al grupo de pacientes que recibieron PFD y el
Tratamiento B al grupo de pacientes que recibieron tratamiento con un placebo. Posteriormente se
realizd la prueba estadistica Mann-Whitney para comprobar si existian diferencias significativas
entre los promedios de lasumade drea marcada y el promedio de DOI, como podemos apreciaren
la figura 12, las muestras provenientes de pacientes del grupo placebo mostraron una mayor

expresion que las muestras provenientes delgrupo experimental de PFD.

Cuando comparamos el patrén de expresién de las distintas citocinas entre los pacientes que
recibieron el placebo y los que recibieron el tratamiento con PFD, estos ultimos aparentemente
tienenun patrén invertidoalo observado en el grupo control (Verfigura 12). Cabe seialarque en
Area marcada: En el grupo de pacientes que presumiblemente recibid el tratamiento con placebo,
se incrementa en la segunda muestra a excepcion de IL-1y TNF-a, mientras que en el grupo que
recibié PFD consistentemente el drea marcada disminuye con en las citocinas TGF-B, IL-1 B e IL-6.
Sin embargo, de acuerdo con el andlisis estadistico, el cambio en ningunade éstas es significativo.
Por otra parte, en términos de la DOI: En el grupo de pacientes que recibio el tratamiento con
placebo, Unicamente disminuyd la expresion de TNF-a mientras que en el grupo de pacientes que
recibié tratamiento con PFD, la expresion de TGF-B, IL-1 e IL-10 se encuentran disminuidas
mostrando un comportamiento inverso a lo observado en el grupo control (ver figura 13). En este
caso, la diferencia entre el promedio de las muestras de TGF-B si fue significativa con la prueba

Mann-Whitey (P>0.05).

Aungque se observa un patrén de expresion distinto entre los grupos experimental y control, cabe
sefalar que aparentemente PFD no modula a TNF-a, ademas de que la expresién de esta citocna
parece sermuy inferioralade IL-6 e IL-1B. También es necesario resaltar que el andlisis estadistico
no mostroé diferencias significativas entre los distintos tratamientos para ninguna de las citocinas,

con excepciondelalODde TGF-B.

55



A) Promedio de Area de las muestras antes y después de la aplicacion del tratamiento
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Figura 13. Graficas comparativas entre los Tratamientos A (PFD) yB (vehiculo) de cada citocina. A) Promedio de la suma de
Area de la marca de IHQ para TGF-B, TNF-a, IL-1 B, IL-6, IL-10 prueba Mann-Whitney no mostré diferencias significativas
entre las muestras 1y2 en ninguna de las citocinas. B). Promediode DOI de lamarca de IHQ para TGF-B, grupo TA mostrd
diferenciasentre las muestrasly 2 (*P<0.05). PromediodelasumadeDOI delamarcadelHQpara TNF-q, IL-18, IL-6, IL-
10, la prueba Mann-Whitney no mostré diferendas significativas entre las muestras 1y2 en ninguna de estascitocinas.



Dado que s6lo TGF-B mostré una diferenciasignificativaentre el promedio de lasmuestras 1y 2y
esperando observar mejores resultados, los pacientes fueron separados y clasificados, con sus
respectivas muestras, en grupos, dependiendo el nimero de aplicaciones de pirfenidona recibido
por cadauno. Ellodebidoaque, enal menoslamitad de los pacientes, se aplicaron Unicamente dos
dosis de pirfenidona, es decir; la segunda biopsia fue tomada al dia siguiente de iniciado el
tratamiento. En sdlo un caso, la biopsia fue tomada después de 4 dias de haber comenzado el
tratamiento. Debido a estas diferencias en el tiempo del tratamiento y del nimero de aplicaciones,
los pacientes se dividieron en seis grupos: TB 24h (pacientes que recibieron el placebo sélo durante
24 horas), TB tiempo 48h (pacientes que recibieron el placebo como se indica en el protocolo) TB
96h (pacientes que recibieron el placebo por 96 horas), TA 24h (pacientes que recibieron el
tratamiento con pirfenidonasélo durante 24 horas), TA 48h (pacientes que recibieron pirfenidona
como seindicaen el protocolo) y TA 96h (pacientes que recibieron la pirfenidona por 96 horas) (ver

grafica14).

El andlisis estadistico de DOI de cada grupo TA y TB en cada citocina tampoco mostro diferendias
significativas entre ninguna de las muestras1y 2. En lagrafica 14, puede observarse quelas citocinas
IL-6e IL-10 presentaron una mayor DOl enrelacidncon el resto, sin embargo no se encontrd ninguna
relacién o comportamiento que fuera similar entre las citocinas proinflamatoriasy los respectivos
tratamientos, el TGF-f sin embargo, si mostré una tendencia a la disminucién en los grupos

pertenecientes al tratamiento con pirfenidona, sin sersignificativa.
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Figura 14. Graficas comparativas de DOI de cada citocina, separada en grupos de acuerdo altiempo de realizacién delas biopsias
despuésde la aplicacion del tratamiento. Los términos TAy TB corresponden al tratamiento con pirfenidona y al placebo,
respectivamente; mientras que los grupos “24H”, corresponden a los pacientes a quienes se les realizé |a biopsia 24 horas
despuésdeiniciadoel tratamiento, “48H"” agrupa a los pacientes que recibieronde 4 a 6aplicaciones de cualquiera de los dos
tratamientos ylos grupos “96H” son aquellos pacientes que recibieron el tratamiento por mas de 72.Ninguna de | os grupos
mostro diferencias entre las muestras1y2 de ninguna citocina, de acuerdo con la prueba la prueba Ma nn-Whitney (p>0.05).

Cabe destacarque el grupoTB tiempolargo sélo contenia un parde muestras de un solo padente, porloque noseinduyo el
errorestandaren la grafica.



El analisis estadistico de DOI de cada grupo TA y TB en cada citocina tampoco mostré diferendas
significativas entre ningunade las muestras1y 2. Enlagrafica 14, puede observarse quelas citocinas
IL-6e IL-10 presentaron una mayor DOl enrelaciéncon el resto, sin embargo no se encontrd ninguna
relacién o comportamiento que fuera similar entre las citocinas proinflamatoriasy los respectivos
tratamientos, el TGF-B sin embargo, si mostré una tendencia a la disminucién en los grupos

pertenecientes al tratamiento con pirfenidona, sin ser significativa.

Finalmente para evidenciar si la intensidad en la expresion de TGF-B como principal citocina
disminuye consistentemente en los pacientes que recibieron PFD, se analizé de manera individual
la DOI de esta citocina, y la de IL-10 como principal citocina antiinflamatoria. Como se puede
observar en la figura 15, el 62% de los pacientes que recibieron el tratamiento con placebo,
muestran unincremento significativo en laexpresion de TGF-B, mientras que el 50% de los mismos
mostraron un incrementode IL-10. En el grupo de pacientes que recibieron tratamiento con PFD,
un 63% mostré una disminucidn significativaenla DOI de TGF- By aun cuando el 37% restante no
mostré diferencias significativas, la DOl de esos casos fue baja en comparacién con el grupo placebo.
De igual manera el 27% de ellos mostré un incremento significativo en la citocina IL-10, mientras
que en la mayoria de los pacientes no se encontraron diferencias significativas. El 18% de los casos

presenté unadisminuciénenlaDOIlde IL-10 con el tratamiento PFD.
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Expresion de TGF-B en dermis de lesiones por quemaduras de 22 Grado
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Figura 15. Comparacion dela DOl enunidades de densidad éptica (UDO) de TGF-B, encada padiente por grupo TA
(pirfenidona) o TB(vehiculo). Loa pacientes pertenecientes al grupo con el tratamiento B mostraron un incremento
en la DOl de TGF-B, mientras que ésta disminuyé en 60% de los pacientes del grupo TA, con pirfenidona (Prueba

Mann-Whitney *P<0.05).




Expresion de IL-10 en dermis de lesiones por quemaduras de 22 Grado
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Figura 16. Comparaciéonde laDOI enunidades de densidad éptica (UDO) de IL-10, en cada paciente por grupo TA
(pirfenidona) o TB (vehiculo) La mayoria de los pacientes del grupo con pirfenidona mostraron un incemento
significativo en la DOI de IL-10, misma que disminuyd en la mayoria de los pacientes del grupo control TA, sin

pirfenidona (Prueba Mann-Whitney *P<0.05).



Discusion
En este estudio, se evalud el efecto en la produccidn de citocinas proinflamatorias luego de la

aplicacion temprana de pirfenidona en quemaduras de segundo grado en pacientes pediatricos.

Para ello, se tomaron biopsias de la piel con lesion en presenciao ausenciadel farmaco.

Dichas biopsias fueronclasificadas mediante un anadlisis subjetivoy cualitativo de laexpresién delas
citocinas. Dado que se tratd de un estudio doble ciego, dicho analisis brindé un amplio panorama
de la situacidn de los distintos pacientes participantes del estudio, donde se observd que no todos
los pacientes mostraban el mismo estado inflamatorio. Por otra parte, cuando se analizaron las
muestras de manera cualitativa, se distinguieron dos grandes perfiles en términos de la secrecidn
de citocinas; unoinflamatorio, caracterizado porunaalta expresion de citocinas pro inflamatorias;
y el otro perfil en progresién a una fase reparativa, con una marca menos intensa de la expresion
de dichascitocinas. De acuerdo con este analisis subjetivo, practicamente la mitad de los pacientes
se clasificaron con un perfil inflamatorio. Después de realizar el andlisis morfométrico los pacientes
también fueron asignadosa uno de los dos perfiles de acuerdoalos los niveles de expresién de cada
citocinay se observo que el porcentaje de casos en estado inflamatorio fue de 56% de los casos en
progresion y un 44% en estado inflamatorio. Es decir, el andlisis con el software brindd un anélisis
descriptivo mas preciso del comportamiento de cada citocina en las distintas muestras. Sin
embargo, al comparar a los pacientes dentrode los grupos correspondientes TA, con pirfenidona,
y TB, con el vehiculo, el analisis estadistico no encontrd diferencias significativas entre laprimeray

segunda muestra, en ninguna citocina, con excepcion del TGF-.

De acuerdo a la literatura existente, se esperaba la modulacién del proceso inflamatorio en
respuestaala PFD, sin embargo estono se observdyaque este proceso no se modificod en ninguno
de los pacientes tratados (ver Figura 13y 14). Porotro lado, se esperaba encontrar el mismo patron
de comportamiento entre las citocinas pro inflamatorias TGF-$3, TNF-a, IL-1f e IL-6, puesto que de
acuerdo con la bibliografia consultada (lyer, S. et al., 1999; Nakasato, H. et al., 2002; Hirano, A. et
al., 2006; Grattendinck, K. et al, 2008; Visner, G. et al. 2009), todas éstas que disparan la fase
inflamatoria post-quemadura, son inhibidas por pirfenidona en las distintas poblaciones celulares
de estudio evaluadas por cada autor, mientras que induce la expresidon de IL-10. Sin embargo, el
patron esperado se observé Unicamenteen 3delos 11 casos de progresion, en estos mismos casos

lalL-6incrementasu drea de expresidon mientras que IL-1 3y TNF-a, ésta Ultima que mostréla menor
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expresion entérminos de drea marcada, disminuyen. También esimportante destacar que muchos
de los trabajos citados aqui corresponden a estudios in vitro, por lo que, a pesar de los buenos
resultados obtenidos con pirfenidona, en un modelo in vivo la accién de las citocinas depende
también del microambienteinflamatorioy delainteracciénentrelas distintas poblaciones celulares,
por lo que podriamos nover un efectoreal con pirfenidona debido a muchos diversos factoresque

actien en conjunto propiciando el estado inflamatorio local.

En el caso especifico de TNF-a, esta citocina se expresé débilmente en el tejido, lo que ha
corroborado los estudios de Gauglitz y sus colaboradores (Gauglitz, G., et al,2008), quienes
estudiaron la fase inflamatoria postquemadura en un modelo murino y no encontraron cambios
significativos en laexpresion de TNF- a antes, durante y después de lafase inflamatoria. Finnertyy
colaboradores (Finnerty, C et al, 2006) realizaron un estudio comparativo entre la expresién de
citocinas de pacientes pediatricos con quemaduras y pacientes pediatricos con heridas de otra
indole, no ocasionadas porel primerfactor. En este estudio, ellos tampoco encontraron diferendias
significativas entre los niveles de TNF-a en el suero de los pacientes quemados, con relacion a los
pacientes del grupo control que no presentaban quemaduras. Asimismo, en los estudios de Yeh
sobre la expresidn de las citocinas inflamatorias en suero, ély su equipo de i nvestigacién reportan
una concentracién de alrededorde 6 pg/ml de TNF- a el suero de los pacientes fallecidos, queesla
mayor concentracion reportada en esta referencia y, que en comparacion con los niveles de IL-6
reportados por el mismo equipo en un estudio independiente, es sumamente baja; ya que la
concentracion de IL-6 en suero alcanzé entre los 1000 y 1500 pg/ml en pacientes que no
sobrevivieronal terminarel estudio. Ello nos habla del potencial de TNF-a como amplificadora de la
respuesta inflamatoria, ya que las concentraciones minimas no limitan su funcién. No obstante,
nuestros resultados indican que pirfenidona parece no tener efecto sobre la expresiéon de esta
citocinaque no mostrd ningun cambio significativo enlos pacientes. De manera que, al actuar como
inductor de la fase inflamatoria, TNF-a podria estar participando en dicha fase induciendo la
produccidn de las citocinas IL-1B e IL-6, mismas que tampoco mostraron ninguin efecto con el
tratamiento con pirfenidona. Sin embargo es necesario realizar un analisis mas minucioso para
conocer el efecto de esta citocina frente a la aplicacion de pirfenidona, ya que varios autores han
reportado que si puede modular los efectos proinflamatorios de TNF-a (Bayhan, Z et al, 2016;
Grattendick, K. et al. 2008, Hirano, A. et al, 2006; Cain, C., 1998), IL-6 e IL-1B (Nakasato, H. 2002;
Visner, G. 2009)
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Con respecto a TGF-3, se esperaba que estacitocinaactuara en conjuntocon IL-1B y TNF-[3, ya que
laprimeraesunode los primeros participantes que desencadenala fase inflamatoria, induciendo la
expresionde la segunda. Sinembargo, el comportamiento de ambas no mostré ningin patrén en
especifico. También es importante destacar la actividad de IL-10, ya que se expreso fuertemente
tanto en casos inflamatorios como en casos de progresién. Sin embargo, se ha reportado que
durante fases inflamatorias sostenidas, IL-10 también se expresa fuertemente en respuesta al
ambiente pro inflamatorio (Csontos, et. al, 2010), por lo que su actividad en dichos casos es

coherente conloobservado en estas muestras.

Para ningunade las citocinas se encontraron diferencias significativasen el drea de expresién de las
mismas, en ninguno de los tratamientos, razén que quiza se debaal corto periodo entre latomade
lasmuestras1y 2, puestoque apesarde que en el protocolo se establecid que lasegunda muestra
debiatomarse 48 horas después de laprimeraaplicacién, al menos la mitad de ellas fueron tomadas
apenas 24 horas después.Porello,que se decidié separaralos pacientes en gruposy analizar la DOI
en funcion del tiempo entre el inicio del tratamiento y la realizacidn de la biopsia. Este analisis
tampoco mostrd diferencias significativas en ninguno de los casos, posiblemente debido a que el
numero de muestras de cada grupo fue muy reducidoy no fue representativo paraninguno de los
periodos. Ademads, de acuerdo con el area y la DOI de las muestrasiniciales, el estado inflamatorio
de cada paciente fue diferente, dicho estado es definido por la profundidad de la quemaduray el
porcentaje de superficie corporal que abarca la lesién en el cuerpo, por lo que puede variar
considerablemente entre cada paciente, dependiendo también del tiempo de evolucidn entre la
qguemaduray la primera aplicacion del tratamiento. Los diferentes estados inflamatorios de cada
paciente pueden ser un factor que también nos impida ver el comportamiento real con el
tratamiento con pirfenidona. Portodo lo anterior, se decidié comparar inicamente TGF- B e IL-10,
para contrastar los resultados obtenidos en DOl entre cada paciente perteneciente alos grupos TA

y TB.

Los grupos TA (con PFD) y TB (con placebo) se compararon de acuerdo con la DOI de la marca de
cada citocinaen lasmuestras 1y 2 de cada paciente (verfigura 15). Los resultados corroboraron lo
obtenido previamente en la figura 13, donde la DOl de TGF-B entre la muestral y 2 mostré una
disminucidn que si fue estadisticamente significativa con el tratamiento TA. En las graficas de DOI

por paciente, TGF- f mostré también una disminucidonde su expresion con pirfenidonaen el 63% de
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los pacientes. Con ello, se comprobdé que en el grupo con PDF se redujo la expresién de TGF-f3
despuésde la aplicacidn del tratamiento, ademas de que se encontré un aumento en la expresion

deIL-10 en unterciode loscasos.

La DOI fue el parametro que pudo describir mejor la relacién entre las citocinas TGF- B e IL-10, ya
que en el grupo TA con PFD, TGF- B mostrd consistentemente la mayoria de los pacientes una
disminucidnenlaintensidad de laexpresion enlasegundamuestra, mientras que en los pacientes
asignados al grupo TB (placebo) mostraron ya sea un incremento o el mantenimiento de niveles
similares enlasegundabiopsiaconrespectoa la primera. Estos resultados son consistentes con lo
esperado, ya que de acuerdo con la bibliografia consultada, pirfenidona actia inhibiendo la
expresionde TGF-B, ademas que ya se estd probando como tratamiento contralafibrosis pulmonar
idiopatica porinhibir los efectos provocados por la sobreproduccion de este factor. Sin embargo,
pirfenidona no en todos los casos indujo una mayor expresion de IL-10, por lo que es necesario
verificarla actividad que tiene sobre estacitocina, ya que se ha reportado que es capaz de indudr

su expresion (Nakasato, et al, 2002; lyer, S. et al, 1999; Burghardt, E. et al, 2007; Burghardt, I., 2007.)

La aplicacién tempranade PFD fue capaz de disminuirlaexpresién de TGF- B, no asicon las citocinas
proinflamatorias TNF-a, IL-1Be IL-6, que pese a loreportado en la literatura, en nuestro estudio no

encontramos relacién entre laaplicacion de pirfenidonay alguna disminucién de estas citocinas.

Dado las condiciones del estudio, seguir el comportamiento de las distintas citocinas luego de la
aplicacidon de PFD podria no ser viable al tratarse de pacientes pediatricos con quemaduras de 2do
grado; sinembargo, unabuenamanerade complementarlos resultados obtenidos con las biopsias
seria seguir la fase inflamatoria sistémica, es decir, con pruebas de sangre, a fin de corroborar los
resultados que reflejan la dindamica de la fase inflamatoria local. Ademas, con el fin de tenerun
analisis mas descriptivo, los pacientes podrian separarse en, al menos 3 grupos, dependiendode la
superficie corporal con quemadura; es decir, un grupo con al menos 10%, el segundo en un rango
del 10 al 20% y el terceroen un rango del 20 al 30%; ello permitiriacomparar mucho mejor la fase

inflamatoriaen cadagrupoy los efectos de pirfenidonaen cadaunode ellos.
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Mientras tanto, los resultados de esta tesis representan el potencial de pirfenidona como
antifibrético, porlo cual puede aplicarse de maneratemprana para prevenirlos efectos de unafase
inflamatoria exacerbada en quemaduras, como son los procesos de reparacién fibrdticos comunes

despuésde unalesion de este tipo.
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Conclusiones.

R/
0.0

*
0’0

Pirfenidona comprobd tener potencial como farmaco antifibrético al aplicarse
durante las primeras horas posterioresalalesién,yaque disminuyé la expresiéon de

TGF- B.

Pirfenidona también aumentd la expresion de IL-10, sin embargo, necesario repetir
el experimento para comprobar la actividad reportada sobre la relacidn
pirfenidona/IL-10y descartar el aumento de esta citocina en respuesta a la fase

inflamatoria.

En nuestro estudio, pirfenidona parece no tener ningun efecto antinflamatorio

sobre TNF-a, citocina que modulatambiénlaactividad de IL-1B e IL-6.

PFD podria probarse en un estudio prospectivo con el fin de comprobar sus efectos
preventivos contralas consecuencias de una exagerada faseinflamatoria, como son

los procesos que conllevan a la pérdida del tejido en la zona de éstasis y la

cicatrizacion fibrotica.
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Apéndice: Criterios de Seleccidn (Pacientes con PFD y con control)

Inclusi6n

1.

Pacientes con quemaduras de segundo grado de profundidad por escaldaduray con al
menos 10% y con no mas de 30 % de superficie corporal quemada evaluados mediante

valoraciOn clinica.

2. Registrados en los servicios de quemaduras del Hospital General Nicolas San Juan, del
Instituto de Salud del estado de México y del Hospital Civil de Guadalajara Jalisco, Juan .
Menchaca.

3. Género masculino o femenino.

4. Pacientesenedad de 3 a 18 afios.

5. Pacientes que no presentenasuingreso lesidn agregaday/o alteraciones neuroldgicas.

6. Pacientes que no presenten quemaduras en vias aéreas.

7. Con consentimiento informado porescrito del Padre o tutordel paciente.

8. Pacientes con quemaduras de segundo grado superficial y profundo.

NoinclusiGn

1 Pacientes con Quemaduras de segundo grado de profundidad porescaldadura, menores al
10% de superficie corporal quemada.

2. Pacientes con Quemaduras de segundo grado de profundidad por escaldadura, mayores al
30% de superficie corporal quemada.

3. Pacientes con quemaduras superficiales (1ergrado).

4. Pacientes con quemaduras de tercer grado.

5. Pacientes con quemaduras porelectricidad.

6. Pacientes con hipersensibilidad conocidaal PFD o a derivado del mismo.

7. Pacientes coninfecciones que afecten el dreade laquemadura.

8. Pacientes cuyo Padre o tutor se niegue afirmar el consentimiento informado

EliminaciOn.

1. Retiro del consentimientoinformado.
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Pacientes con efectos secundariosimportantes al usode PFD.

Pacientes que cursen con alteraciones metab0licas o infecciosas que a criterio del médico
investigador, considere deban ser excluidos del estudio por necesidad de procedimientos
quirlrgicos o de cuidados que puedan aumentar el proceso inflamatorio en el paciente. ( Se

excluirddel estudio perose incluird en el analisis).
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