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Resumen

Se realiz6 un ensayo ciinico controlado para comparar los resultados clinicos
obtenidos con aloinjertos de epidermis cultivada y vendaje seco adhesivo (papel de
poro fino), aplicados en areas donadoras de piel de espesor intermedio. Participaron
10 pacientes moderadamente quemados, que requirieron toma de injertos como parte
de su tratamiento. Ambos tratamientos se aplicaron en la misma area donadora de
manera aleatoria. Los aloinjertos de epidermis cultivada utilizados fueron obtenidos
del prepucio de recién nacidos sanos y cultivados segun la técnica de Rheinwald y
Green en el Centro de Investigacion y Estudios Avanzados del IPN. Las areas tratadas
con aloinjertos de epidermis cultivada epitelizaron en 6-8 dias, mientras que las &reas
tratadas mediante vendaje seco adhesivo con papel de poro fino epitelizaron en 10-12
dias (p < 0.005). Un mes después de la intervencién se evalud la coloracion
(presencia de eritema) de las areas mediante fotografias, y se encontré que en 6 de
los 10 pacientes, la fase de eritema fue menor con los aloinjertos de epidermis
cultivada que con el tratamiento controf (p < 0.01). Al tercer mes postoperatorio y
también mediante fotografias se evaluaron las alteraciones en la pigmentacion y el
desarrollo de hipertrofia, no se encontraron diferencias entre los dos tipos de
tratamiento. No se presentaron datos clinicos de infeccién, ni de rechazo en las dreas
donadoras de los pacientes que participaron. Consideramos que los aloinjertos de
epidermis cultivada constituyen un recurso valioso en el {ratamiento de lesiones de
espesor parcial (4reas donadoras, quemaduras de segundo grado y
dermoabrasiones), ya que agilizan la epitelizacion, disminuyen la morbilidad (menor
fase de eriterpa) y son seguros. Se requiere aumentar el nimero de [a muestra para
evaluar adecuadamente las alteraciones en la pigmentacion y el desarrollo de
hipertrofia,



Summary

A clinical trial was used in the present study in order to compare the clinical
outcome of allografts of cultured epidermal cells and dry adherent dressing (fine mesh
gauze) used on split- thickness skin graft donor sites. Participated 10 moderate burn
patients that required grafting procedures. Both treatments were applied in the same
split-thickness skin graft donor sites, randomly placed. The allografts of cultured
epidermal cells used were obtained from the foreskin of healthy new born children and
were cultured according to the Rheinwald and Green technique in the Centro de
Investigacién y Estudios Avanzados del Instituto Politécnico Nacional (CINVESTAV).
Sites treated with allografts of cultured epidermal cells healed in 6-8 days, while the
sites treated with dry adherent dressing healed in 10-12 days, (p < 0.0058). A month
after surgery, the coloration (erythema presence) on the sites were checked by means
of photographs. It was found that in 6 of the 10 patients, the erythema phase was less
with allografts than with control treatment (p < 0.01). On the third month after surgery,
and also by means of photographs, we evaluated changes on pigmentation and
development ‘of hypertrophic scar. There was no difference between the two
treatments. There was not clinical data of infection, neither of rejection in the donor
sites. We think that the allografts of cultured epidermal cells are a valuable help on the
treatment of injuries of partial-thickness (donor sites, partial- thickness burns and
abrasions), because healing occurs much more rapidly with less morbidity (less
erythema phase) and they are safe. it is required to increase the number of samples so
that it can evaluate properly the changes in pigmentation and development of
hypertrophic scar.



Introducclén

La principa!l caracteristica de las lesiones por quemadura es la pérdida de ia
cublerta cuténea, ya sea en forma parcial (quemaduras de espesor parcial) 0 en forma
total (quemaduras de espesor total). El reemplazo de la piel perdida continua siendo
un reto para los cirujanos. Ei uso de autoinjertos de piel constituye el tratamiento
actual para sustituir la piel perdida. Sin embargo, este recurso esta limitado en
pacientes extensamente quemados, por la falta de areas donadoras adecuadas y
ademads se requiere de dos a mas semanas para reutilizar una misma area donadora,
Debido a que el pronéstico de estos pacientes esta determinado por ia velocidad en el
cierre de sus lesiones, se han utilizado una gran variedad de coberturas temporales
que en la mayoria de los casos requieren posteriormente el cierre de las dreas con
autoinjertos de piel.

Los avances en las técnicas de cultivo en los Ultimos 20 afios, han permitido
obtener a partir de una pequena biopsia de pief de hasta 1 cm2, una gran cantidad de
epitelio para cubrir una area equivalente a ia superficie corporal total, ya que las
células cultivadas, se expanden a un tamafio de 1 000 a 10 000 veces mayor que el
de la biopsia original. ’

Cada colonia se inicia por una sola célula que produce "hojas" confluentes de
células epidérmicas, las cuales se han utilizado con fines terapéuticos en pacientes
quemados y con areas cruentas. La principal caracteristica histolégica de las células
epidémicas cultivadas es la de queratinocito.

La epidermis cultivada puede provenir del mismo paciente (autoinjertos de
epidermis cultivada) o de un donador alogénico (aloinjertos de epidermis cultivada). El
uso de estos ultimos permite una disponibilidad inmediata para su aplicacion.
Ademds, los aloinjertos de epidermis cultivada no expresan los antigenos principales
de histocompatibilidad clase Il y son facilmente controlables en su obtencién y
aplicacién desde el punto de vista bacteriolégico y viroldgico (HIV). La experiencia
clinica en este campo se basa en investigaciones basicas y en series de casos, donde
se ha documentado que son eficaces. Proveen un potente estimuio para la
epitelizacion. Sin embargo, los resultados son dificiles de evaluar, ya que existen
muchas variables que pueden modificarlos, por lo que se hizo necesario realizar un
ensayo clinico controlado para conocer [a utilidad real de este tratamiento, en el que
se evaluaron el tiempo de epitelizacién, coloracion (eritema), alteraciones en la
pigmentacion y desarrolio de hipertrofia. Se utilizaron como modelo experimental
areas donadoras de piel de espesor intermedio, que ofrecen una herida limpia,
tangencial y uniforme, semejante en profundidad a las abrasiones y a las quemaduras



de espesor parcial, aplicando el tratamiento experimental (aloinjertos de epidermis
cultivada) y el tratamiento testigo (vendaje seco adhesivo con papel de poro fino) en la

misma area donadora de manera aleatoria, con lo que se eliminaron las diferencias
individuales.



Antecedentes

A medida que las técnicas de cultivo de tejidos se desarrollaron en la década de
1970, se fueron haciendo intentos para cubrir 4reas cruentas con "hojas” de epidermis
derivadas de cultivo in vitro (1).

En 1975, Rheinwald y Green publicaron un método de cultivo de epidermis, que
constituy6 la base para el desarrolio de ias técnicas actuales. Posteriormente Cohen y
colaboradores afadieron el factor de crecimiento epidérmico, polipéptide que
incrementa la expansién de las colonias, 1a eficacia para formarlas y alarga la vida del
cultivo (2). La segunda mejora al método fue adadir agentes conocidos como
estimuladores del AMP ciclico como la toxina del colera y el beta-agonista
isoproterencl, los cuales mejoran el crecimiento de Ias colonias de queratinocitos (2).

Cada colonia se inicia con una sola céiula que produce "hojas”" de células
epidérmicas, las cuales son lo suficientemente gruesas para manipularlas sin el uso
de soportes mecanicos (3). Con la enzima Dispase {una proteasa neutral del Bacillus
polymyxa), se puede desprender un capa confluente de células epiteliales, como una
hoja intacta y transferirse al lecho receptor. La principal caracteristica histolagica de
las células epidérmicas cultivadas es la de queratinocitos (2).

En la actualidad es posible obtener a partir de una pequefa biopsia de piel de
hasta 1 ¢cm?2, una gran cantidad de epitelio para cubrir una &rea equivalente a la
superficie corporal total, ya que las células cultivadas se expanden de 1,000 a 10,000
veces mas gue el tamario de 1a biopsia inicial. Figura 1 (1.4).

Cultivo de queratinocitos "Hojas” de epidermis cultivada
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Biopsia de piel  Aistamiento de queratinocitos

Incremento de 1000 a 10 000 veces

Figura 1. Método de cuitivo de queratinocitos. A partir de una pequeda biopsia de piel, se aislan
los queratinocitos, los cuales se cultivan y se obtienen "hojas” de epidermis cultivada.



O'Connor y colaboradores fueron los primeros en aplicar con éxito los
autoinjertos de epidermis cultivada en 2 pacientes con quemaduras de tercer grado.
Demostraron que éstos podian sobrevivir en el paciente, con estabilidad a largo plazo
y con resultados cosméticos similares a los que se obtuvieron con injertos autégenos
convencionales de piel de espesor parcial (5).

Sin embargo, el uso de injertos autogenos de epidermis cultivada esta limitado
por: 1) el tiempo que requiere (2 a 3 semanas), mientras las células cultivadas son
expandidas in vitro, un periodo en el cual se pueden desarrollar complicaciones y 2) el
lecho receptor debe estar limpio, bien vascularizado y sin infeccién. Se ha visto que
los injertos cultivados, se integran mejor cuando se aplican inmediatamente en areas
recién escindidas (4,5,6)

El uso de epitelio cultivado derivado de un donador alogénico es un desarrollo
reciente en este campo (1).

La principal contraindicacién de los injertos alégenos es la posibilidad de
producir enfermedad en el huésped. Mediante el método de cultivo esta posibilidad se
elimina, ya que los aloinjertos son faciimente controlables epidemiolégicamente en su
obtencién y aplicacién. Poseen un control bacteriolégico y viroldgico (HiV) preciso, se
puede disponer de ellos de manera inmediata para su uso, ya que existen bancos de
epidermis cultivada. En México se cuenta con esta tecnologia en la Unidad de
Epidermis del Centro de Investigacion y Estudios Avanzados del (PN (CINVESTAV)
).

Los aloinjertos convencionales de piel (no cuitivada) causan por parte del
huésped una reaccién de rechazo, que se manifiesta por la presencia de trombosis,
hemorragias puntiformes y cese del fiujo sanguineo en el octavo a noveno dla
después de su aplicacién y que termina con la desintegracion progresiva y total del
aloinjerto (8).

La reaccién de rechazo se debe a la presencia de antigenos alogénicos
principales de histocompatibilidad clase !l en el tejido transplantado. Las unicas
células de la epidermis de mamiferos que expresan constitutivamente los antigenos
clase Il, son las células de Langerhans, las cuales se derivan de !a médula ésea y
comprenden del 3 al 8% de la poblacién celular epidérmica de los adullos. Los
queratinocitos y melanocitos normalmente no expresan los antigenos clase 11 (9).

Morheen y colaboradores encontraron que at cultivarse la epidermis pierden las
células de Langerhans, entre el 7° y el 10° dia de cultivo, y por 1o tanto, no expresan
los antigenos principales de histoccompatibilidad clase i (10). Estos hallazgos fueron
confirmados por otros autores que llegaron a postular la posibilidad de que estos
aloinjertos no se rechazaran, por lo que pudieran servir como sustitutos permanentes
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de piel (1,3,6,11,12). Sin embargo, en estudios mas recientes se sugiere que los
aloinjertos no, permanecen in situ a largo plazo, y que actdan dnicamente como
“sustitutos temporales que son, finalmente reemplazados por el epitelio del huésped,
sin episodio clinico de rechazo o inflamacion (1,13,14).

Compton y colaboradores en 1989, informaron en un andlisis histopatolégico y
ultraestructural de autoinjertos de epidermis cultivada aplicados en quemaduras de
espesor total, que las célutas de Langerhans repoblaron los injertos una semana
después de su aplicacion y alcanzaron su porcentaje normal en 2 a 6 meses (15). En
el mismo estudio se inform6 que los melanocitos estan presentes en los cultivos al
tiempo del transplante, pero las unidades funcionales epidérmicas de melanina no se
vieron en los autoinjertos derivados de la axila o ingle en 6 a 8 semanas y en un solo
caso hasta un afto o més después del transplante (15).

A pesar de la controversia que existe sobre el mecanismo de accidén de los
aloinjertos, todos los autores coinciden en que éstos producen un potente estimulo
para la epitelizacion, ya sea a través de la liberacién de citocinas por parte de las
células cultivadas, por efecto autocrino o paracrino, o simplemente como apésito
biolégico previniendo la deshidratacion. Ademas de disminuir el dolor de las &reas
lesionadas (1).

Hefton y colaboradores fueron los primeros en utilizar los cultivos de epidermis
alogénica. Publicaron una serie de 3 casos en donde emplearon piel de caddver, la
cual fue cultivada y aplicada en quemaduras de segundo grado profundo con escisién
tangencial. Los resultados obtenidos fueron semejantes en las éareas tratadas con
aloinjertos de epidermis cuitivada y en las 4reas tratadas con autoinjertos de piel de
espesor parcial, incluse con menor desarrollo de hipertrofia en las areas tratadas con
aloinjertos. Sin embargo, en un paciente se presenté hipopigmentacion del area
tratada con aloinjerto, que se pigmenté progresivamente en ios siguientes 9 meses
postaplicacion. No se presentaron datos de rechazo, y ninguna area se infectd (6).

Posteriormente Madden y colaboradores publicaron una serie de casos en 26
pacientes con quemaduras de segundo grado profundo, tercer grado y en &reas
donadoras de injertos, tratadas con aloinjertos obtenidos de piel de cadaver. Los
resultados en las &reas de segundo grado profunde fueron semejantes a los
informados por Hefton. En las areas de tercer grado los aloinjertos fueron destruidos
por sobrecrecimiento bacteriano, ya que la piel cuitivada es extremadamente
vulnerable a la infeccion, en las dreas donadoras disminuyd el tiempo de epitelizacion,
asl como el dolor (3).

Bollvar-Flores y colaboradores en 1990, informaron una serie de casos en 5
nifios, donde utilizaron piel de prepucio de neonatos, la cual fue cultivada y aplicada



en guemaduras de tercer grado. Se obtuvo epitelizacion en 7 a 10 dias después de su
aplicacion y desarollaron  condiciones para la creacion de bancos de epidermis
alogénica cultivada (7).

La experiencia clinica conla que se cuenta actualmente en este campo, se basa
en investigaciones bésicas y en series de casos, donde se ha documentado que al
parecer son eficaces (esto es producen mas beneficio que dafie a los pacientes que
se les aplica). Sin embargo, los resuitados son dificiles de evaluar debido a que
existen muchas variables que los pueden modificar, como el método de cultivo de los
queratinocites, el origen de la piel donada (cadaver, prepucio de neonato), las
condiciones médicas del paciente (choque, infeccion, alteraciones metabdlicas,
desnutricién), la profundidad de la lesidény el estado del lecho receptor, asi como las
técnicas quirirgicas (1), por lo que es necesario realizar un ensayo clinico controlado
para conocer la utilidad real de este tratamiento.

Las &reas donadoras deinjertos de piel de espesor parcial a diferencia de otro
tipo de lesiones semejantes -.orasiones y quemaduras de segundo grado-, poseen
cietas caratteristicas como posibilidad de controlar 1a profundidad de la lesién v la
obtencién de una herida wuniforme, tangencial y limpia, por lo que son un modelo
experimental adecuado para realizar un ensayo clinico controlado.

Injerto de piel parcial

e ———— A,
Fino Grueso
/l Intermedio |

!

Figura 2. Injerto de plel parcial. Se muestranlos componentes respectivos da los distintos grosores
del injerto de'piet parcial.
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El autoinjerto de espesor parcial es el método mas ampliamente usado en el
cierre de lesiones por quemaduras de segundo grado profundo y tercer grado.
Incluyen la epidermis y una porcién de la dermis. El injerto de espesor parcial se
subdivide a su vez segun la cantidad de dermis que incluya. Estas subdivisiones son.
injerto fino de piel de espesor parcial (0.15- 0.20 mm); intermedio (o medio) de
espesor parcial {0.20-0.35 mm) y grueso de espesor parcial (0.35-0.53 mm). Figura 2

(16,17).

w 3-5 dias 7-9 dias
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Injerto da piel parcial madiano

m 3-5 dias 7-9 dias 10-14 dias 15 (+) dias
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Injerto de pie! parcial grueso

Figura 3. Curacién de la zona donadora de injerto de piel parcial de diferentes grosores.
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El espesor de un injerto es algo muy relativo, ya que el grosor real de ia piel es
muy variable, de acuerdo con factores como la edad, el sexo y la regién del cuerpo; es
mas delgada ‘en las mujeres, sobre todo en la capa dérmica, que en los varones,
Normalmente es mas fina en los niflos que en los adultos; sin embargo, a |la edad de 5§
afos, el grosor de la piel del nifio es esencialmente el mismo que en el del adulto. Los
cirujanos tienden a referirse a los injertos en los términos siguientes: finos,
intermedios o gruesos, segin coloquen el espesor del dermatomo y también teniendo
en cuenta lo translicidos que sean y el "esquema de hemorragia” del lecho donador
(16).

Las areas donadoras de autoinjertos de espesor intermedio, ias abrasiones y
las quemaduras de espesor parcial (segundo grado), son lesiones semejantes, en las
cuales existe pérdida de la epidermis y de la dermis en forma parcial (18,19). La
curacion se realiza a través de la epitelizaciédn, la cual consiste en que a partir de los
restos dérmicos (aparato pilosebaceo y glandulas sudoriparas), surgen multiples focos
epiteliales que se extienden hasta cubrir en su totalidad el area lesionada (19). El
proceso de epitelizacion puede ser dividido en varios eventos separados, que incluyen
la desdiferenéiacién, mitosis y migracidn, las cuales son responsables de recubrir
cualquier drea denudada con células epiteliales (20).

Existen factores que influyen en la calidad y velocidad de la epitelizacién como:
1) Profundidad de la lesion, a mayor profundidad mayor tiempo para la epitelizacion y
formacién de cicatrices hipertréficas. Las areas donadoras de injertos de espesor fino
epitelizan en 7-9 dias, las dreas de injertos de espesor intermedio epitelizan en 10-14
dias, mientras que las 4reas de injertos de espesor grueso necesitan 14 dias o mas
para epitelizar. Figura 3 (18,19).

La presencia de hipertrofia en la cicatriz del &rea donadora depende de la
profundidad de la toma del injerto: si se lesiona la capa reticular o profunda de la
dermis, la cicatriz resultante sera hipertréfica (18). Ademas de la profundidad, debe
considerarse la raza. Deitch y colaboradores establecieron una gulfa para el uso de
prendas de compresién para la prevencién de cicatrices hipertréficas en lesiones de
espesor parcial: a) Si la lesion sana en menos de 10 dlas, no se requiere el uso de
prendas de compresion. b) Si la lesion sana en 10 a 14 dias se recomienda prendas
de compresién en pacientes de raza negra. ¢} Si la lesion sana en 14 a 21 dias se
recomienda prendas de compresién en pacientes de todas las edades y razas. d) Si ia
lesion toma mas de 21 dias en sanar, el uso de prendas de compresion es obligatorio
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(21). 2) Sitio de {a lesion, ya que el grosor de la piel no es uniforme en todo el
organismo (18). La supericie anterolateral y posterolateral de los muslos, la superficie
lateral de la pantorrilla, la superficie lateral y dorsal de los miembros toracicos, la
region lumbar y los gluteos son sitios de piel de grosor intermedio, Cuadro 1 (17).

Cuadro 1

Promedio del grosor de Epidermis en micrometros

Dermis
Localizacién Edad

0-5 11-15 16-20 26-30 46-50
Muslo 35 84 50 44 48
medial 583 576 1020 1151 10086
Muslo 35 83 52 0 59
lateral 684 638 111 1084 1256
Muslo 56 86 74 61 58

posterior 863 156 1278 1151 1100
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3) Presencia de infeccién en el 4rea, la cual puede ocasionar necrosis de la dermis
remanente, y profundizar la lesién, que puede evolucionar hasta la formacién de areas
cruentas (18).

El tratamiento actual de las areas donadoras, consiste en vendaje seco
adhesivo (papel de poro fino), el cual se aplica en las areas donadoras
inmediatamente después de que se tomo el injerto y una vez que se ha obtenido
hemostasia por compresién. El manejo postoperatorio es expuesto, aplicando calor
local con una lampara para facilitar su secado y favorecer la epitelizacion. El papel de
poro fino se desprende espontaneamente cuando ha epitelizado por completo el area
(17.19).

Todos los pacientes desarrollan eritema (coloracién rojiza), en las areas de
|lesiones de espesor parcial (zonas donadoras de injertos de piel de espesor parcial,
quemaduras de segundo grado y dermoabrasiones). Este eriterna comunmente
desaparece de 4 a 8 semanas después de la lesion, pero ocasionaimente dura mas de
12 semanas. En ningln caso el eritema persiste permanentemente (22). Las
alteraciones en la pimentacién se presentan en las dreas de lesiones de espesor
parcial después de la fase de eritema. Son més frecuentes en los individuos con tono
de plel mds obscura. La hiperpigmentacién se presenta en la mayoria de los pacientes
y se intensifica cuando la zona eritematosa se expone al sol. Suele durar de 3 a 18
meses y en ocasiones permanece como estigma. La hipopigmentacion es menos
frecuente y es poco usual que permanezca (22,23).
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Objetivos

1) Comparar los resultados clinicos obtenidos con aloinjertos de epidermis cultivada y
vendaje seco adhesivo (papel de poro fino), en las areas donadoras de piel de
espesor intermedio.

a) Demostrar que la epitelizacion de las dreas donadoras de piel de espesor
intermedio, se lleva a cabo en menor tiempo con los alolnjertos de epidermis
cultivada, que con el vendaje seco adhesivo (pape! de poro fino). )
b) Demostrar que los resultados estéticos de las areas donadoras de piel de espesor
intermedio son superiores con aloinjertos de epidermis cuitivada, que con el vendaje
seco adhesivo (papel de poro fino).
- Demostrar que el eritema (coloracién rojiza) en las dreas
donadoras de piel de espesor intermedio es menor con los
aloinjertos de epidermis cultivada, que con el vendaje seco adhesivo
(papel de poro fino), al primer mes postoperatorio.
- Demostrar que las alteraciones de la pigmentacién en las édreas
donadoras de piel de espesor intermedio son menores con los
aloinjertos de epidermis cultivada que con el vendaje seco adhesivo
{papel de poro fino), al tercer mes postoperatorio.
- Demostrar que la hipertrofia en las areas donadoras de piel de
espesor intermedio, es menor con los aloinjertos de epidermis
cultivada que con el vendaje seco adhesivo (papel de poro fino), al
tercer mes postoperatorio.
2) Conﬁrmér que no se presenta evidencia clinica de reaccién de rechazo por parte
del huésped hacia los aloinjertos de epidermis cultivada.
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Material y método

Previa aprobacion de! protocolo por el comité focal de investigacion det Hospital
y de la Comisién de Investigacion Cientifica del IMSS, se estudiaron 10 pacientes
hospitalizados en la unidad de quemados det Hospital de Traumatologia Magdalena
de las Salinas, del Instiluto Mexicano del Seguro Social, que accedieron
voluntariamente, por escrito, a participar en el estudio.

Siete fueron hombres y tres mujeres, con edades entre los 12 y los 41 afos
{media de 23.4 aftos) y superficie corporal tolal quemada del 17 al 30 % (media de
24.6%) de segundo y tercer grado.

Las quemaduras fueron por fuego en siete pacientes y por electricidad en fres.

Los valores de hemoglobina fueron de 10.4 a 13.5 g/dl con una media de 11.7
o/dl, el hematocrito fue de 32 a 40 ml/dl con una media de 34.7 mi/di, las proteinas
tofales fueron de 3.1 a 6.4 g/dl con una media de 5.3 g/d! y los valores de albimina
fueron de 2.2 a 3.7 g/di con una media de 3.1 g/dl.

A todos los pacientes se fes tomaron injertos de piel de espesor intermedio
(0.20-0.35 mm) de los muslos (4 en la superficie anterolateral, 3 en la superficie
anterior, 2 en Ja superficie posterior y uno en {a superficie anteromedial), como parte
de su tratamiento, con un dermatomo eléclrico de Brown, por el mismo equipo
quirurgico. Después de realizar hemostasia por compresion con compresas humedas
en solucién fisiolégica, cada paciente recibi®é de manera simultdnea, la maniobra
experimental (aloinjerto de epidermis cultivada) y la maniobra testigo (vendaje seco
adhesivo con papel de poro fino), asignados de manera aleatoria (distal o proximal) en
fa misma 4rea donadora. L.os aloinjertos de epidermis cultivada se fijaron con 4 puntos
de nylon & ceros, uno en cada esquina, para evitar su deslizamiento. E! manejo
postoperatorio fue expuesto con aplicacion de calor local, mediante una {ampara
durante fas primeras 48 a 72 horas. Los puntos y la tela que cubre al aloinjerto se
relird en el sexto a séptimo dia postoperatorio, mediante Ia irrigacién con agua.

A cada paciente se le aplicaron de una (56 cm?) a dos (112 cm?2) unidades de
aloinjertos por area donadora.

En cada paciente se registré el tiempo necesario para la epitefizacién del 4rea
experimental y det &rea testigo, asi como Ia presencia de datos clinicos de infeccién o
rechazo (eritema, edema, lisis del aloinjerto, presencia de materia! purulento). La
coloracion del Area experimental y testigo, asi como las aiteraciones en Ila
pigmentacion y la hipertrofia de las areas, se evaluaron mediante fotografias tomadas
al primer y tercer mes postoperatorio por dos evaluadores de manera ciega e
independiente. La coloracién de las 4reas donadoras al mes postoperatorio se
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clasificé en coloracion rojiza (eritema) o no rojiza. Las alteraciones en |a pigmentacién
de las 4reas donadoras, se clasificaron en hiperpigmentacién cuando el tono del area
era mas obscuro que el tono de Ia pief normal adyacente, hipopigmentacién, cuando el
tono del &rea era mas claro que el tono de la piel normal adyacente y
normopigmentacion cuando el tono era semejante a la piel normal adyacente.
Respecto a la hipertrofia unicamente se registro la presencia o ausencia de la misma
en las 4reas donadoras.

Los aloinjertos de epidermis cultivada utilizados se obtuvieron del prepucio de
recién nacidos sanos que requirieron circuncisién. Una vez obtenido el prepucio, se
lavé dos veces (por 10 a 15 segundos), con isodine solucion y solucién salina de
fosfatos (PBS) y diez veces con PBS que contenia penicilina y estreptomicina a dosis
de 100 g/ml y amikacina a 150 g/ml. Después se almaceno en un medio con suero de
becerro al 5% a 4 grados centigrados por 24 a 48 horas, mientras se realizaban las
pruebas bacteriolégicas. Al encontrar negativas estas pruebas, se llevé a cabo e!
cultivo. El prepucio se corté en pequeiios fragmentos y se incubd por 24 horas a 4
grados centigrados en 5 ml de tripsina al 0.25%. Al dia siguiente se transfiridé a un
frasco giratorio al cual se le afadié 20 ml de tripsina al 0.25% mas versene al 0.22%
en una relacion de 1:1. Se retiré de la incubacion a 37 grados centigrados, agitandolo
suavemente durante 30 minutos para obtener una suspension celular, la cual se filtré a
través de una gasa esteéril y se centrifugé, las células se resuspendieron en un medio
que contenia suero y se sembraron en cajas para cultivo de tejidos de 100 mm de
diametro. Este procedimiento se repitié en 2 ocasiones. Para los cultivos primarios los
queratinocitos se sembraron en cajas para cultivo de 100 mm de didmetro a una
concentracion de 1 X 108 en presencia de células 3T3 letalmente tratadas con
mitomicina C. Las células se cultivaron con medio de Eagle modificado por Vogt-
Dulbecco suplementado con 8% de suero fetal bovino y con 10-10 M de toxina del
colera, 5 g/ml de insulina, 5 g/ml de transferrina, 0.4 g/ml de hidrocortisona y
triyodotironina al 2 X 10-2 M. El medio de cultivo se cambio diariamente y se le agregé
a cada cambio 10 ng/ml de factor de crecimiento epidérmico. Después de 11-14 dias
de haberse iniciado los cultivos primarios, las células formaron epitelios confluentes,
los cuales fueron separados con EDTA al 0.02% y tripsina al 0.15% (1:1). Los cultivos
secundarios o terciarios se sembraron en cajas de cultivo de tejidos de 75 cm2 a una
concentracién de 2 X 105 queratinocitos. Una vez que las células formaron epitelios
confluentes, se enviaron a almacenamiento en el banco de epitelio, afladiéndoles
medio de cultivo fresco. Se utilizaron aloinjertos con menos de 13 dias de
almacenamiento. Para su empleo, los epitelios confluentes se incubaron a 37 grados
centigrados por 10 a 15 minutos con 2.5 mg/ml de Dispase. Después de la incubacién,
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las cajas de cultivo se cortaron y se lavaron en tres ocasiones con medio libre de
suero con 30mM de HEPES y se cubrieron los epitelios con tela de algodén
envaselinada .estéril; se separaron los epitelios de la caja de cultivo y se colocaron
entre dos rejillas de plastico para su proteccién y se colocaron en recipientes estériles
con medio libre de suero con 30mM de HEPES. Cada recipiente puede transportar 20
epitelios separados por rejillas de plastico, para ser trasladados a quiréfano.

Los aloinjertos de epidermis cultivada utilizados en este estudio fueron
procesados y donados por la Unidad de Tecnologia en Epidermis del Departamento
de Biologia Celular del CINVESTAV del IPN y provienen de las cepas de
queratinocitos HE120 y HE127, a las cuales se les realizé la prueba de HIV-DNA-PCR
(reaccién de polimerasa en cadena), cuyo resultado fue negativo, Anexo 1.

El analisis estadistico utilizado para los resuitados de tiempo de epitelizacién
fue la prueba de Wilcoxon. Para los resultados de coloracion y aiteracion de la
pigmentacion del &rea se utilizé 1a prueba binomial. Asi mismo se midié concordancia
entre ias calificaciones de las variables coloracién y alteraciones en la pigmentacion
con R1 (coeficiente de correlacion intraclase).
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Resultados

Las éreas tratadas con aloinjertos de epidermis cultivada epit=lizaron en 6-8
dlas, con una mediana de 7 dias, mientras que las areas tratadas mediante vendaje
seco adhesivo con papel de poro fino epitelizaron en 10-12 dias, con una mediana de
11 dias, (p <0.005). Cuadro 2 y Figura 4.

CUADRO 2
PACIENTE EPIDERMIS CULTIVADA CONTROL.
Dias i Dias
1 7 1
2 6 ’ : 1
¥ 7 sl 10
@ 7 k , oo
E 7 , , o
6 7 11
o ) 7 77 o o 117 7
g 8 12
g 6 10
10° 7 12
MEDIANA 7 ) 11

(P ¢ 0.005)
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FIGURA 4 Tiempo de epitelizacion en dreas donadoras de piel de
espesor intermedio tratadas con ALOINJERTOS de

EPIDERMIS CULTIVADA y vendaje seco adhesivo {papel
de poro fino)



Al epitelizar, las areas donadoras tratadas con aloinjertos de epidermis
cultivada, presentaron coloracién rosacea, al igual que las areas testigo. Un mes
después de la intervencion 6 de las 10 areas tratadas con aloinjertos, no presentaron
coloracién rojiza (eritema), sino normopigmentacion en 2 areas e hipopigmentacién en
4 areas, en las cuales se normaliz6 la pigmentacién al tercer mes postoperatorio (p <
0.01). En tanto que en las 4 areas experimentales restantes, la coloracion fue rojiza,
semejante a la observada en las 10 areas testigo. Cuadros 3y 4.

CUADRO 3

COLORACION DE LAS AREAS DONADORAS
AL MES POSTOPERATORIO.

ALOINJERTO CONTROL
ROJIZO 4 10
NO ROJIZO 6 .0
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CUADRO 4

COLORACION DE LAS AREAS

DONADORAS AL MES POSTOPERATORIO.

PACIENTES EPIDERMIS

CULTIVADA
1° ROJIZA
20 ROJIZA
3° NO ROJIZA
(Hipopigmentada)
40 NO ROJIZA
(Normopigmentada)
5 ROJIZA
6° NO ROJIZA
(Hipopigmentada)
7° NO ROJIZA
(Hipopigmentada)
8° NO RQJIZA
(Hipopigmentada)
g° ROJIZA
10° NO ROJIZA

(Noropigmentada)

22

CONTROL

ROJIZA
ROJIZA
ROJIZA

ROJIZA

ROJIZA
ROJIZA

ROJIZA

ROJIZA

ROJIZA
ROJIZA

(p (0.01)



Seis de las 10 areas testigo evolucionaron, de coloracién rojiza al mes
postoperatorio, a pigmentacién semejante a las areas tratadas con aloinjertos de
epidermis cultivada, por lo que tres meses después de la intervencién, 6 de los 10
pacientes no mostraron diferencia en la pigmentacion entre el area experimental y
testigo. Cuatro de estos pacientes mostraron normopigmentacién y dos pacientes
mostraron hiperpigmentaciéon en ambas 4reas. De los 4 pacientes restantes, tres
mostraron normopigmentacion en el area experimental, en tanto que el rea testigo,
continuaba de coloracién rojiza. Un paciente mostré hiperpigmentacion del area
experimental e hipopigmentacion del drea testigo. Cuadro 5.

CUADRO 5

ALTERACION EN LA PIGMENTACION
DE LAS AREAS DONADORAS.

PACIENTE EPIDERMIS CONTROL
CULTIVADA
1° Hiperpigmentada Hiperpigmentada
2° Normopigmentada Rojiza
3° Normopigmentada Rojiza
4° Normopigmentada Normoplgmentada
..5%. Normopigmentada Normepigmentada
6° Normopigmentada Normopigmentada
7o Hiperpigmentada Hipopigmentada
8° Normopigmentada Normopigmentada
) V'9° Hiperpigmentada Hiperpigmentada
10° Normopigmentada Rojiza
TOTAL 7 Normpigmentadas 4 Normopigmentadas

3 Hiperpigmentadas
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Las diferencias encontradas en alteraciones en la pigmentacién no fueron
significativas estadisticamente,

La presencia de hipertrofia en las areas donadoras, también se evalué al tercer
mes postoperatorio. Unicamente 3 pacientes desarrollaron hipertrofia en las areas
donadoras, de los cuales 2 pacientes presentaron hipertrofia en las 4reas
experimentales yen las &reas controles y un paciente desarroll6 hipertrofia sélo en el

4rea experimental, Cuadro 6.
CUADRO®6

HIPERTROFIAEN LAS

R AREAS DONADORAS.
PACIENTE EPIDERMIS CONTROL
CULTIVADA
1° HIPERTROFIA HIPERTROFIA
20
30
4°
50
[
7° HIPERTROFIA
8o
g9° HIPERTROFIA HIPERTROFIA
10°

No se presentaron datos clinicos de infeccién ni de rechazo en las dreas
donadoras de los pacientes que particlparon.
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Figura 5. Fotografias clinicas del paciente nimero 10. En la fotografia superior se observa la
mitad proximal del area donadora tratada con aloinjerto y la mitad distal con vendaje seco adhesivo,
al 4° dia postoperatorio. En la fotografia inferior se aprecia que a! 7° dia postoperatorio, la mitad

proximal, tratada con aloinjerto, esta epitelizada, en tanto que fa mitad distal aun no ha epitelizado
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Figura 6. Fotografias clinicas del paciente nimero 10. En la fotografia superior, al mes
postoperatorio, se observa normopigmentacién en la mitad proximal, tratada con aloinjerto, en tanto
que la mitad distal, tratada con vendaje seco adhesivo, presenta coloracién tojiza.En la fotografia
inferior, al 3er. mes postoperatorio, se aprecia normopigmentacion en la mitad proximal y persiste la

coloracion rojiza en la mitad distal.
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Figura 7. Fotografias clinicas del paciente namero 3. Un mes después de la intervencién. La zona
hipopigmentada que se ve al centro recibié aloinjerto. El area rojiza distal a la anterior recibié
vendaje seco adhesivo. La zona cuadrangular de coloracian rojiza, proximal al area hipopigmentada,
se uso como zona donadora una semana después del primer tratamiento. En la fotografia inferior se

aprecia que la zona tratada con aloinjerto estd normopigmentada, en tanto que 1a zona distal,

tratada con vendaje seco adhesivo presenta coloracion rojiza al tercer mes postoperatorio.
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Figura 8. Fotografias clinicas del paéiente nimero 1. En la fotogralia superior se muestra la zona
proximal, tratada con aloinjerto, y la dislal, tratada con vendae seco adhesivo, al mes
postoperatorio. Ambas zonas presentan coloracidn rojiza. En 1a fotografia inferior, al 3er, mes
postaperatorio, se aprecia que tanto el area tratada con aloinjerto, como la tratada con vendaje seco

adhesivo, desarrollaron hipertrofia.
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Se realizd un ensayo clinico controlado para investigar la utilidad de los

Discusién

aloinjertos de epidermis cultivada en lesiones de espesor parcial, especificamente en
areas donadoras de piel de espesor intermedio, ya que la experiencia clinica con |2
que se cuenta actualmente en este campo, se basa en investigaciones basicas y en
series de casos, donde los resuitados son dificiles de evaluar, debido a que existen
muchas variables que los pueden modificar, como el método de cuitivo de los
queratinocitos, el origen de la piel cultivada, las condiciones médicas de! paciente, el
estado del lecho receptor, asi como las técnicas quinirgicas empleadas (1).

Se eligieron areas donadoras de piel de espesor intermedio como modelo
experimental, porque son semejantes a las quemaduras de segundo grado y a las
dermoabrasiones (18,19) y poseen caracteristicas que hacen posible el control de
variables como profundidad de la lesion, al utilizar un dermatomo con calibrador, y el
grosor de la piel, al elegir una area anatémica, en este caso los muslos (16,17).
Ademas las areas donadoras son heridas uniformes, tangenciales y limpias, cuyo
mecanismo de cierre es la epitelizacion (19) y es en este proceso regenerativo, donde
actian los aloinjertos de epidermis cuitivada, ya sea a través de la liberacién de
citocinas por parte de las células cultivadas, por efecto autocrino o paracrino o
simplemente como aposito biolégico que evita la deshidratacién (1).

E! aplicar ambos tratamientos (aloinjertos y vendaje seco adhesivo), en ia
misma area donadora hace posible eliminar las diferencias individuales (24). Al ser
cada paciente su propio control, las variables nutricién, alteraciones metabdiicas,
anemia, inmunosupresién e infeccion, son iguales para ambos tratamientos. Asi
mismo, se evita que 10s resultados sean modificados por variables extrafas no
previstas, lo qhe le da al estudio gran validez interna (25).

El tiempo de epitelizacién de &reas donadoras, se eligi® como variable
dependiente por su importancia clinica, ya que el prondstico del paciente quemado

depende de la velocidad en el cierre de sus heridas. La variable eritema (coloraciéon
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rojiza) se evalué para conocer si era modificada por la aplicacion de aloinjertos. Las
variables aiteraciones en la pigmentacion y desarrollo de hipertrofia se escogieron
para conocer si en realidad eran mencres con {os aloinjertos, como se menciona en
varias series de casos (3.6). Por ultimo, la variable evidencia clinica de reaccion de
rechazo, se evalué para confirmar los hallazgos de otros autores (3,6,7,10,11,13,14).

No fue posible evaluar la variable dolor en este estudio, ya que se requiere
aplicar los diferentes tratamientos en distintas areas anatomicas.

Se realizaron mediciones un mes después de !a intervencion, porque la fase de
eritema se manifiesta del primer al tercer mes postoperatorio (22), y al tercer mes
porque es cuando ya se manifestaron las alteraciones en la pigmentacién y el
desarrollo de hipertrofia (22,23).

El tiempo de epitelizacion de las 4reas donadoras tratadas con aloinjertos fue
significativamente menor que el obtenido con el tratamiento control. Este resultado es
semejante al publicado por Madden y colaboradores, quienes lo aplicaron a §
pacientes en 4reas donadoras, donde se obtuvo !a epitelizacion de las areas tratadas
con aloinjertos en 7 dias (3).

La fase de eritema (coloracion rojiza) un mes después de la operacién fue
también significativamente menor en las &reas tratadas con aloinjertos de epidermis
cultivada. Este resultado es importante y no se habia explorado previamente. La fase
de eritema corresponde a hipervascularidad e inflamacién con la presencia de
numerosos capilares, fibroblastos y células mononucleares (17,18). Durante esta fase
es frecuente |la formacion de flictenas y estasis sanguinea, que aumenta la morbilidad
de las dreas donadoras y suele durar 3 meses (22). Por lo anterior. los aloinjertos de
epidermis cultivada disminuyen la morbilidad de las areas donadoras y podrian tener
aplicacién en lesiones semejantes, como las dermoabrasiones, donde el eritema
constituye una complicacién importante.

Hefton y colaboradores también informaron, alteracién en la pigmentacion de
las 4reas tratadas con aloinjertos de epidermis cultivada (hipopigmentacién), en tres
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pacientes con quemaduras de segundo grado profundo, tratadas con aloinjertos, pero
su duracién fue mas prolongada (9 meses) (6).

Al tercer mes postoperatorio, no se encontraron diferencias en la pigmentacion
entre las areas tratadas con aloinjertos de epidermis cultivada y las areas tratadas con
vendaje seco adhesivo (papel de poro fino).

El desarrollo de hipertrofia en las areas donadoras también fue semejante en
los dos tipos de tratamientos aplicados, este resultado difiere del informado por Hefton
y Madden, quienes refieren menor desamollo de hipertrofia en las éreas de
quemaduras de segundo grado profundo tratadas con aloinjertos (3,6).

Es importante mencionar que en este estudio, el numero de pacientes
participantes fue insuficiente para demostrar diferencias en las variables alteracion de
la pigmentacién y desarrollo de hipertrofia. No se encontraron reacciones clinicas de
rechazo en las 4reas donadoras de los pacientes, con lo que se confirma lo informado
por otros autores (3,6,7,10,11,13,14).

Para comparar tiempo de epitelizacion, se utilizé la prueba de Wilcoxon por
tratarse de muestras relacionadas cuya escala de medicién fue de proporcién (25).
Para las variébles coloracién y alteraciones en la pigmentacion, se utllizéd la prueba
binomial ya que la frecuencia esperada era pequefia (menor de 5), la escala de
medicién fue nominal y por ser muestras relacionadas (25).

Desde el punto de vista costo-beneficin, en las situaciones donde los pacientes
pemanecen hospitalizados hasta que las zonas donadoras han epitelizado por
completo, puede existir un ahorro importante con el uso de aloinjertos de epidermis
cultivada, ya que se reduciria en por 1o menos cuatro dias la estancia hospitalaria. Por
otro lado, los aloinjertos de epidermis cuiltivada reducen el tiempo que Se requiere
para reutilizar las 4reas donadoras con lo que el paciente obtiene de manera mas
rapida dreas disponibles para toma de autoinjertos cuando se requieran, por lo que se
reduciria también el tiempo de estancia hospitalaria.
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Concluslones

Los aloinjertos de epidermis cultivada constituyen un recurso valioso en el
tratamiento de lesiones de espesor parcial.

Es posible obtener una gran cantidad de epitelio cultivado a partir de una
pequefia biopsia de piel, se encuentran disponibles de manera inmediata, son
seguros, de facil aplicacién y no estimulan la reaccién de rechazo por parte del
huésped.

Disminuyen significativamente el tiempo de epitelizacion de las lesiones de
espesor parcial y esto podrfa mejorar el prondstico y bienestar del paciente, ademas
de acortar los dias de estancia hospitalaria.

También disminuyen significativamente la fase de eritema de las lesiones de
espesor parcial, con 1o que se reduce la morbilidad en estas 4reas.

Los resultados estéticos (pigmentacion y desarrollo de hipertrofia), obtenidos en
el presente estudio, no parecen mostrar diferencias entre los dos tipos de tratamiento,
aun cuando la muestra es pequefia y no ofrece suficiente potencia para demostrarlo,
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- ANEXO ) .
o CENTRO DE INVESTIGACION Y DE ESTUDIOS AVANZADOS DEL LP.N, ——
DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA CELULAR

Diciembre 14, 1992

DRA. MARIA TERESA RIVAS
. Servicio de Cirugia Plastica y Recomstructiva
t Hospital de Traumatologis Magdalena de las Salinas

Estimada Dro. Rivas

R Por medio de la presente me permito informar a usted que con el
fin de continuar con nuestro programa riguroso de control de calidad de las
células que en la Unidad de Tecnologia de Epidermis del CINVESTAV, reconocida
como Banco de Organos y Tejidos, Excepto Sangre y Hemoderivados, Registro
No. 1007017887, se utilizan para 1a produccién de aloinjertos de epidermis
cultivada in vitro, enviamos una muestra alicuota de las cepas de
queratinocitos HE120 y HE127 para su certificscién, por la prueba de HIV-
DNA-PCR (reaccién de polimerasa en cadena), de ausencia de virus del SIDA.
Estas dos cepas resultaron ser negativas para dicho virus utilizande la prueba
wencionada, que es la pruebas mis sensible y adecuada actuslmente para estos
propbsitos.

Adjunto 8 usted copia de los resultados de la prueba realizuda por
Specialty Laboratories, Inc. de California, que son laboratorios reconocidos
en los Estados Unidos para llevar a cabo ests prueba, y que demuestran que
las cepas mencionadas que utilizamos en la manufactura de los aloinjertos
de epidermis cultivada in vitro, se encuentran negativas de dicho virus.

Sin ma&s por el momento, me despido de usted y agradezco de antemano
su atencién.

Atentamente,
i
Biol. Alici G Langarica
| AL APARTADO POSTAL 14740 MEXICO, D.F. 07000 TEL. (905) 7520577 FAX 5866564 J



SPECIALTY LABORATORIES, INC. FCETHT WABER LT WL MR R
OncQuest, Inc. 34549 8111572

2211 MICHIGAN AVENUE
SANTA MONICA, CA 90404-3900 P
(310)828-6543 (800) 421-7110 : HEI27.4
( FEDERICO CASTRO,PHD )
oS
FEDER1CO CASTRO,PHD ! )
DEPT OF CELL BIOLOGY
CINVESTAV DEL I PN T T T o
PO BOX 14-740
MEXICO CITY,HEXICO 07000
RN RS
Cza-sz?—wvz Ioz-ocr-qu )

TEST NAME RESULTS REFERENCE RANGES
€-ECINEN Cells
HIV=1 ONA by PCR Not detected Not detected

CLINICAL RESULTS FOR HIV-1 DNA BY PCR ARE DERIVED FROM MONONUCLEAR
LEUKOCYTES RECOVERED FROM HEPARIN OR ACD ANTICOAGULATED UHOLE BLOOD
ACCORDING TO ESTABLISHED PROCEDURAL GUIDELINES. RESULTS DERIVED FROM
SPECIMEN SOURCES SUCH AS NEEDLES, SYRINGES, I.V, CATHETERS, ETC.,
WHICH DO NOT CONFORM TO PRESCRIBED "JECIMEN REQUIREMENTS ARE
CONSIDERED OF INVESTICATIVE/RESEARCH INTEREST ONLY. THESE RESULTS,
THEREFORE, SHOULD NOT BE USED BY THEMSELVES FOR CLINICAL DIAGNOSTIC
OR FORENSIC PURPOSES.
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TEST NAME RESULTS REFERENCE RANGES
SPECIMEN Cella
HIV-1 DNA by PCR Not detected Not detected

CLINICAL RESULTS FOR HIV~1 DNA BY PCR ARE DERIVED FROM MONONUCLEAR
LEUKOCYTES RECOVERED FROH HEPARIN OR ACD ANTICOACULATED WHOLE BLOOD
ACCORDING TO ESTABLISHED PROCEDURAL GUIDELINES. RESULTS DERIVED FROM
SPECIMEN SOURCES SUCH AS NEEDLES, SYRINGES, 1.V, CATHETERS, ETC.,
HHICH DO NDT CONFORM TO PRESCRIBED SPECIMEN REGUIREMENTS ARE
CONSIDERED OF INVESTIGATIVE/RESEARCH INTEREST ONLY. THESE RESULTS,
THEREFORE, SHOULD NOT BE USED BY THEMSELVES FOR CLINICAL DIAGNOSTIC
OR FORENSIC PURPOSES.
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