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Es necesario alternar la reflexion y la accion que se completan y corrigen la una
con la otra.

Antoni Gaudi

Educacion es lo que queda después de olvidar lo que se ha aprendido en la
escuela.

Albert Einstein

La educacién empieza con la vida y no acaba sino con la muerte.

José Marti
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ABREVIATURAS

AINES — Analgésicos antiinflamatorios No Esteroideos
EMG —Electromiografia

EROS — Generacion de Especies Reactivas de Oxigeno
HIF - Factor Inducible de Hipoxia

FEF - Factor Fibroblastico

FGF — Factor de Crecimiento Fibroblastico

GAGs - Glucosaminoglucanos

ICAM- Moléculas de Adhesion Intracelular

IL — Interleucina

INF- Interferén

MEC- Matriz Extracelular

NF«xp - Factor Nuclear Kapa Beta

NK — Natural Killer (Células Asesinas)

ON- Oxido Nitrico

PBS-(Phosphate Buferred Solution)

PI- Pre acondicionamiento Isquémico

PVP- Polivinil y pirrolidona

STC- Sindrome de Tunel del Carpo

TNF — Factor de Necrosis Tumoral

TGF — Factor de Crecimiento Transformante
VCAM — Molécula de Adhesion Endotelial

VEGF - Factor de Crecimiento Endotelial Vascular

VSG - Volumen de Sedimentacion Globular
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GLOSARIO DE TERMINOS
Articulacion: lugar de union de dos o mas huesos.

Cuadro Clinico: conjunto de sintomas y signos que se presentan en una
enfermedad.

Electromiografia: (su acrénimo en inglés es EMG) técnica de exploracion
eléctrica que sirve para detectar lesiones nerviosas o musculares.

Etiologia: causa de la enfermedad.

Farmaco (del griego @dapuakov): es toda sustancia quimica purificada utilizada
en la prevencion, diagndstico, tratamiento, mitigacion y cura de una
enfermedad; para evitar la aparicion de un proceso fisioldgico no deseado; o
para modificar condiciones fisioldgicas con fines especificos.

Fibroquel: es un liquido viscoso preparado a base de colagena "nativa"
obtenida de la piel de porcino, en solucion amortiguadora de citratos que
estabiliza el pH y polivinilpirrolidona que potencializa su efecto.

Ligamentos: bandas de tejido conectivo duro y elastico que rodean las
articulaciones.

Ligando: es la pareja complementaria que se enlaza al receptor. Por lo general
son moléculas mas pequefias que el receptor, aunque también pueden ser otro
biopolimero.

Membrana sinovial: tejido que recubre y cierra la articulacion.
Funciones de puntuacion: es el proceso que evalda una pose en particular,

contando el niumero de interacciones favorables, tales como puentes de hidrégeno
o interacciones hidrofobias.

Modo de enlace: es la orientacion relativa del ligando con su receptor, asi
como también la conformacién espacial del ligando y el receptor cuando ya
estan enlazados.

Receptor : molécula que recibe, por lo normal es una proteina u otro
biopolimero.

Sindrome del tunel carpiano: una condicion en la que se produce compresion
del nervio mediano, al pasar por el tunel del carpo de la mufieca.

Tendon: tejido conectivo duro que sujeta los musculos a una articulacion.
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RESUMEN

El sindrome del tanel del carpo (STC) es la neuropatia periférica mas coman de la
extremidad superior, la incidencia de STC es 99 por 100,000 persona-afio, y la
prevalencia es 3.4% en mujeres y 0.6% en hombres ?, un poco mas del 5% son
&ersonas que requieren el uso repetitivo de manos y mufiecas en su actividad laboral

Este sindrome provoca dolor, entumecimiento y adormecimiento en la palma de la
mano y los dedos pulgar, indice, medio y a veces también el anular. Si la compresion
sobre el nervio se mantiene en el tiempo y aumenta, las molestias iran progresando
cada vez méas hasta hacerse intensas, permanentes e invalidantes. La practica de
ciertas actividades como teclear, tejer, tocar violin, etc. determinaria un déficit de
circulaciéon en la zona del ligamento, el que iria endureciéndose y aumentando su
grosor, asi como continuar con procesos inflamatorios constantes y un aumento el
area de fibrosis del tunel del carpo que va empeorando con el paso del tiempo y con
la actividad ejercida.
Poco se conoce sobre su fisiopatologia, se proponen tres teorias para explicarla:

= La compresién, este aumento de presion causa obstruccion del flujo venoso,

edema y por ultimo isquemia del nervio.

= La insuficiencia microvascular que conlleva a la hipoxia e isquemia del nervio.

= La teoria vibratoria.
Las cuales no se excluyen mutuamente y no se ha dilucidado completamente si la
hipoxia se encuentre en relacion directa o indirecta con el desarrollo de esta
enfermedad y poco se sabe si la expresion del VEGF se encuentra regulada en este
padecimiento como se ha comprobado en otros sistemas y Organos por la hipoxia.
Algunos pacientes resuelven esta enfermedad de forma no invasiva con fisioterapia
gue consiste en sesiones de movilizacion del tejido conectivo, mejorando la circulacion
del ligamento y la zona de lesion, sin embargo el cuadro reincide y a menudo amerita
tratamiento quirargico ,se han reportado que los resultados de este procedimiento
varia de acuerdo a la sintomatologia y la funcionalidad que presenta cada paciente
gue va del ( Ciénega y col.) del 74% al 6% , sin embargo la reincidencia es de un
60% de las parestesias y el dolor .Dentro del tratamiento farmacol6gico se encuentran
los AINEs y el uso de No AINEs , sin embargo también existen el uso de otros
farmacos como lo es el colageno y polivinilpirrolidona ( Fibroquel ) el cual ha
demostrado que modula los procesos inflamatorios crénicos se modifican a su vez
algunos parametros inflamatorios como IL-1, TNF-a , en las articulaciones y disminuye
la actividad colagenolitica total a través de una baja significativa de las colagenasas
independientes de calcio y disminuye la fibrosis y moléculas de adhesion como la
molécula de adhesion intercelular 1 (ICAM-1) y VCAM-1 se observan disminuidas para
los tejidos tratados con Fibroguel , con un cambio en el metabolismo celular , sin
embargo no hay evidencia cientifica sustentable para el uso de este farmaco en el
sindrome de tanel del carpo .

Palabras claves: Sindrome de tanel del carpo, colageno y polivinilpirrolidona,
electromiografia, Factores inducibles de hipoxia, Factor de crecimiento de
endotelio vascular.
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ABSTRACT

The syndrome of the tunnel of the carpus (STC) is the most common peripheral
neuropathy of the upper extremity, the incident of STC is 99 for 100.000 person-year,
and the prevalence is 3 ,4% in women and 0,6% in men 1,2, a little more than the 5%
are people that require the repetitive use of hands and wrists in their labor activity.
This syndrome causes pain, stiffness and sleepiness in the palm of the hand and the
thumbs, index, medium and at times also the annul. If the compression on the nerve is
maintained in the time and enlarges, the inconveniences progressing each time more
to being done intense, permanent and disabling. The practice of certain activities as to
type, to weave, to touch violin. Would determine a deficit of circulation in the zone of
the ligament, the one that would go being hardened and enlarging its thickness, as well
as to continue with constant inflammatory processes and an increase the area of
fibrosis of the tunnel of the carpus that goes getting worse with the passage of time and
with the activity exercised.
Little he is known on their physiopathology, three theories are proposed to explain it:

= The compression, this obstruction cause pressure increase of the veined flow,

edema and finally isquemia of the nerve,
= The shortage microvascular that involves to the hypoxia and isquemia of the
nerve

= The vibratory theory.
Which they are not excluded mutually and done not clarify completely if the hypoxia be
found in director indirect relation with the development of this illness and little is known
if the expression of the VEGF is found regular in this suffering as has been verified in
other systems and organs by the hypoxia.
Some patients resolve this iliness of not invasive form with physiotherapy that consists
of sessions of mobilization of the connective weaving, improving the circulation of the
ligament and the zone of wound, nevertheless the picture repeats and often deserves
surgical processing, they have been reported that the results of this procedure varies
according to the symptomatology and the functionality that presents each patient that
goes of the (Ciénega and cols.). From the 74% to the 6%, nevertheless the recidivism
is of a 60% of the parestesias and the pain.
Inside the pharmacological processing the AINEs they are found and the use of
glucocorticoids, nevertheless also they exist the use of other medicines as is it the
collagen and polivinilpirrolidona (Fibroquel) which has shown that modulates the
chronic inflammatory processes are modified at the same time some inflammatory
parameters like IL-1, in the articulations and diminishes the activity colagenolitica total
through a significant drop Of the collagenases independent of calcium and diminishes
the fibrosis and molecules of adhesion as the molecule of adhesion intercellular 1
(ICAM-1) and VCAM-1 they are observed diminished for them you woven dealt with
Fibroquel, with a change in the cell metabolism, nevertheless there is not sustainable
scientific evidence for the use of this medicine in the syndrome of tunnel of the carpus.

Keywords: Syndrome of tunnel of the carpus, collagen and polivinilpirrolidona,
electromyography, Factors inducible of hypoxia, Factor of growth of vascular
endothelium.
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MARCO TEORICO
ANTECEDENTES

La formacion del sistema vascular comienza tempranamente en el desarrollo
de los mamiferos, con la formacion y agregacion de células precursoras
(angioblastos) en el embrion.

La formacidon de vasos sanguineos en el embridon y en el saco vitelino a partir
de la agregacion de angioblastos formados de novo, y su incorporacion en una
red vascular primitiva de vasos endoteliales simples es conocida como
vasculogénesis.

El desarrollo de un sistema de vasos maduro que ocurre con posteriorioridad,
involucra un proceso mucho méas complejo de remodelamiento y refinamiento
del patrdn inicial, con la proliferacion y ramificacion de vasos a partir de otros
vasos existentes. Este segundo proceso es conocido como angiogénesis
(Papetti y cols. 2002, Rossant y cols. 2002).

La angiogénesis es un proceso esencial en el desarrollo del tejido normal. Sin
embargo, varias etapas son necesarias para el establecimiento de la red
capilar. Enprimer lugar, el tejido que requiere neovascularizacibn emite una
sefal angiogénica,que fragmenta y remodela la membrana basal del vaso
sanguineo preexistente, ocurriendo posteriormente la migracion de células
endoteliales hacia la zona deestimulacion, y la proliferacion de las células
endoteliales para formar una monocapaque adquiere una estructura tubular.
Finalmente, los nuevos capilares se diferencian en arteriolas o vénulas
(Redmer y cols. 1996, Fraser y cols. 2001, Papetti y cols. 2002, Rossant y cols.
2002).

La mayor parte de la angiogénesis fisioldgica ocurre en la etapa embrionaria.
En el adulto, el endotelio vascular es un tejido con un bajo indice de
proliferacion, y sélo eventos puntuales, como la cicatrizacion de heridas, hacen
que se active la neovascularizacion en forma transitoria (Papetti y cols. 2002).
Estudios recientes indican que células precursoras endoteliales, derivadas de
la médula ésea, ayudan al reestablecimiento de la funcién de o&rganos
isquémicos, posiblemente por medio de la induccion de angiogénesis en zonas
con un aporte de oxigeno disminuido, o a través de la reendotelizacién de
vasos dafados(Hristov y cols. 2003). La proliferacion vascular incontrolada o
persistente se asocia anumerosas condiciones patoldgicas, como el
crecimiento tumoral (Papetti y cols. 2002).

Una variedad de factores regulan positiva y negativamente la angiogénesis en
los polipéptidos solubles, interacciones célula-célula o célula-matriz extracelular
y efectos hemodinamicos coordinan este proceso. Las células endoteliales, los
pericitos, los fibroblastos, y algunos integrantes del sistema inmune expresan
diferentes citoquinas y factores de crecimiento que encuentran su blanco en
células o en componentes de la matriz extracelular y afectan la migracion de
las células endoteliales, su proliferacién, la formacién de tubos y la
estabilizacion de los vasos sanguineos.( Fraser y cols. 2001, Papetti y cols.
2002)
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Sindrome de Tunel del Carpo

El sindrome del tunel del carpo es una mononeuropatia con un conjunto de
signos y sintomas que son el producto de la compresion del nervio mediano
dentro del tunel del carpo. Usualmente los sintomas incluyen parestesias,
adormecimiento y dolor en las regiones inervadas por el nervio mediano. Antes
del advenimiento de la electromiografia en 1940, se pensaba que el sindrome
del tanel del carpo era producto de la compresion del plexo braquial por las
costillas cervicales y otras estructuras en la region anterior del cuello. Hoy en
dia se conoce que el nervio mediano es lesionado en su recorrido en el tanel
del carpo, lo cual produce inicialmente desmielinizacion seguida por
degeneracion axonal. Las fibras sensoriales a menudo son las primeras en ser
afectadas, y posteriormente lo hacen las fibras motoras. Las fibras nerviosas
autondmicas que viajan con el nervio mediano también pueden verse
afectadas. La causa del dafio es probablemente por una presiéon anormalmente
aumentada en el tinel del carpo en los pacientes con esta sintomatologia. Este
aumento en la presion causa obstruccion del flujo venoso, edema y por ultimo
isquemia del nervio. Cuando solo hay alteracion momentanea de la
microcirculacion del nervio, la disfuncion sensitiva o motora ocasionada por
dafio de la mielina mejora rapidamente en un periodo de seis a doce semanas
al liberarse esta compresion. Si hay dafio a nivel axonal la recuperacion, una
vez eliminada, sera incompleta y lenta.*

El riesgo de desarrollar tinel del carpo parece estar en relacién con un nimero
de factores epidemiolégicos, incluyendo factores genéticos, médicos, sociales,
laborales y demogréaficos. Sin embargo la causa mas comun es por un estrés
repetitivo sobre el canal. Esto puede ser por una mala postura de la mufieca
mientras se escribe a maquina o en computador, o por una flexion y extension
repetitivas. Otras causas son las fracturas o luxaciones de mufieca, lesiones en
los tejidos blandos, infecciones y la hemorragia intraneural. *

La incidencia del tunel del carpo es de 1-3 casos por 1.000 habitantes por afio.
En grupos de alto riesgo como los trabajadores manuales, la incidencia puede
ser tan alta como 150 casos por 1.000 trabajadores por afio y la prevalencia de
500 casos por afo. El sindrome del tanel del carpo puede presentarse en un
3,2% de los pacientes con diabetes mellitus, asociado a enfermedad del
tiroides en un 3%, a artritis reumatoide en un 4,5% y en personas obesas hasta
en un 47%.

El sindrome del tunel del carpo es més frecuente en mujeres, con una relacion
hombre: mujer de 3:5.
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Las lesiones nerviosas se clasifica de acuerdo a Sedonn en?°:

1. Neuropraxia: Es una contusién o una compresién leve de un nervio periférico
con conservacion del cilindroeje, pero con posible edema o interrupcion de un
segmento localizado de su vaina de mielina. De tal manera que la transmision
de los impulsos se interrumpe fisiolégicamente durante cierto tiempo, pero la
recuperacion es completa al cabo de unos dias o semanas.

2. Axonotmesis. Es una lesibn mas importante con interrupcion del axén y
degeneracion Walleriana distal, pero con conservacion de las células de
Schwan y los tubos endoneurales. Puede esperarse la regeneracion
espontanea con buena recuperacion funcional.

3. Neurotmesis: Es una lesion mas grave con seccion anatomica completa del
nervio, o amplia avulsion o lesion por arrancamiento. El axén o las células de
Schwann estan completamente interrumpidos. El perineuro y el epineuro estan
también interrumpidos en diversos grados, segmentos de estos dos ultimos
pueden llenar el defecto si la seccion completa no es evidente, en este grupo
no cabe esperar la recuperaciéon espontanea significativa.

Actualmente se clasifica en incipiente, leve y moderada de acuerdo a otros
autores.
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CLASIFICACION DE LAS NEUROPATIAS DEL NERVIO MEDIANO A NIVEL
DEL TUNEL DEL CARPO.

Clasificacion de
Neuropatias del
nervio mediano a
nivel del tunel del

carpo. Clase 0

Asintomético

Sin  sintomas y  signos.
Evidencia electrodiagndstica
de disfuncién definida de
fibras nerviosas

desmielinizadas.

Clase |

Sintomatico
intermitente

Parestesias intermitentes con
examen normal. Las parestesias
pueden reproducirse con pruebas
de provocacion..

Clase |IA

Irritabilidad del nervio
mediano subclinico

Disparo neuronal excesivo que
ocurre solamente con pruebas de
provocacion, parestesias
nocturnas intermitente

Clase IB

Sindrome del tunel

del carpo leve

Sintomas transitorios de STC
(con el embarazo), también son
asintomaticos. Anormalidades
electrodiagndsticas puede
resolver. Algunos no requieren
tratamiento, otros responden a
tratamiento ergonoémico/
conservador.

Clase IC

STC
intermitente

moderado

Sintomas varias
semana. Examen
normal, estudios
electrodiagndsticos positivos.
Algunos se benefician de terapia
conservadora, otros requieren
cirugia.

veces por
neuroldgico

Clase 2

STC, sintomatico
persistente

Es comdn que tenga hallazgos
neuroldgicos, estudios de
neuroconduccion anormal del
nervio mediano. Habitualmente
requiere cirugia

Clase 3

STC severo

Evidencia clinica de interrupcion
axonal del nervio mediano.
Atrofia tenar, inestabilidad de
membrana en el estudio con
electrodo de aguja. Muchos
pacientes mejoraran después de
la cirugia, pero algunos en forma
incompleta.

Rosenbaum RB, Ochoa JL. Carpal Tunnel Syndrome. Butterworth-Heinemann,

Boston, 1993.
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Cuadro Clinico.

El paciente refiere habitualmente sintomas de larga evolucién. El inicio de los
sintomas suele ser nocturno e insidioso. El enfermo describe las molestias
como hormigueo de la mano de caracter progresivo. Los sintomas mas
frecuentes son dolor y parestesias en el territorio de inervacién del nervio
mediano, ocasionalmente irradia a antebrazo y codo (diagnostico diferencial
con radiculopatias cervicales) de predominio nocturno con afectacién del
suefio, puede ceder con elevacion del brazo y agitacion de la mano.

Pueden existir sintomas mas precoces que los sensitivos, relacionados con una
leve debilidad de la musculatura (abductor corto, flexor corto y oponente del ler
dedo) y discreta atrofia de eminencia tenar, se pueden acompafar de sintomas
vasomotores.

Exploracion fisica

En los casos avanzados puede haber atrofia de eminencia tenar, debilidad y
dificultad para los movimientos de abduccién y oposicion del ler dedo. El signo
con mayor valor predictivo es el de Flick. Es positivo cuando el paciente al ser
preguntado: "¢ Qué hace usted con la mano cuando los sintomas estan peor?”
responde agitando su mano de la misma manera que lo hace para bajar un
termometro. También son Utiles y bastante seguros: incapacidad para distinguir
estimulos dolorosos en la regién palmar del dedo indice en relacién con el otro
lado y el diagrama de la mano de Katz (patron clasico o probable). Menos utiles
aunque mas utilizados son el signo de Phalen (la flexibn maxima de ambos
carpos (ventral) durante 2 minutos produce parestesias) y el signo de Tinnel (la
percusion con el martillo de reflejos sobre el ligamento anular -cara ventral
mufieca- produce sensacion de descarga eléctrica sobre 2° y 3° dedos) .La
evolucion espontanea de la enfermedad es hacia el progresivo deterioro
irreversible de la funcidn nerviosa (dolor, fallos de sensibilidad y pérdida de
fuerza).

Diagnostico

EMG: detecta la disminucion de la velocidad de conduccion sensitiva y motora.
Util para confirmar el diagndstico y valorar la severidad de la compresion. Si es
normal, no descarta sindrome de tunel carpiano. Valores normales: Latencia
sensitiva >3,7 milisegundos. Diferencia de 0,4 miliseg 6 + entre el mediano y el
radial 0 cubital. Latencia motora >4 miliseg.

Radiologia: preferible en casos postraumaticos. Anteroposterior de carpo para
valorar deformidades y axial para valorar estrechez de canal o existencia de
prominencias. Radiografia cervical si existe sospecha de radiculopatia cervical.
Aunque el diagnostico del STC se basa en la clinica y en el estudio
electromiografico, existe entre un 13-27% de pacientes sintomaticos con
electromiograma normal. En estos casos la ecografia y la resonancia
magneética son de utilidad (Keles l, 2005).
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Analitica: hemograma, VSG, proteinograma, glucemia, creatinina, uricemia,
ANA, FR, TSH y T4.
Un 34% de causa idiopéatica remite sin tratamiento en 6 meses, con mejor
prondstico en: mujeres respecto a varones, embarazadas vs no embarazadas y
jovenes.

Tratamiento

1. Tratamiento etioldgico. Valorar la retirada de los anticonceptivos orales y
en gestantes evaluar después del parto, controlar y tratar el problema
especifico: diabetes, hipotiroidismo, artritis reumatoide, gota.

2. Tratamiento conservador. Indicado en casos con sintomas leves, con falta
de atrofia de la eminencia tenar, embarazo o historia de sobreuso. Puede
recomendarse reposo de la mano, AINEs y/o férula dorsal nocturna en
extensién que abarque mano y antebrazo (se ha demostrado que la cirugia
obtiene mejores resultados que esta ultima). En casos cronicos la rehabilitacion
ocupacional se asocié a un mayor porcentaje de regreso al trabajo que los
cuidados habituales (Gerritsen AA, 2002; O'Connor D, 2003). Existe una
revision en relacion a los tratamientos fisioterapéuticos con utilizacién de los
ultrasonidos en que demuestra que tiene una alta recomendacién con un buen
nivel de evidencia, para el tratamiento sintomatico, no etiologico.
Existen numerosos estudios que avalan la utilidad del uso de corticoides,
aungue sus conclusiones son aun dispares como mostramos a continuacion:
Inyecciones de corticoides a corto y medio plazo hasta 1 afio resultan tan
eficaces como la descompresion quirdrgica en la mejoria de la sintomatologia
(Ly Pen D, 2005; Hui AC, 2005) pero no han demostrado mejoria en la fuerza
de prension de la mano (Hui AC, 2005)

Existe tendencia a la utilizacion de dosis altas de corticoides (60 mg de
metilprednisona) para las infiltraciones. Con la primera infiltracion se observo
una mejoria en el 50% de los pacientes y con la segunda infiltracion se redujo
aun mas la necesidad de cirugia (Dammers JW, 2006)

En un estudio reciente no se encontraron diferencias significativas entre la
inyeccion local de prednisona y prednisona oral en un seguimiento a 3 meses
(Mirhra S, 2006)

Una revision Cochrane que analiza la utlidad de la inyeccion local de
corticoesteroides concluye que ésta proporciona una mejoria clinica frente a
placebo al mes de la infiltracion, sin utilidad mas alla del mes. Igualmente
refiere que la infiltracion local presenta una mejoria clinica mayor que la
administracion oral de corticoides hasta 3 meses y que comparando la
infiltracion de corticoides con el tratamiento antiinflamatorio convencional no
mejora el resultado clinico, asi como si se realiza una inmovilizacion de 8
semanas o0 un tratamiento con laser de Helio-Nedn después de 6 semanas.
Resuelve también que 2 inyecciones de corticoides no presentan una ventaja
evidente frente a una sola (Marshall S, 2007).

La utilizacion de medicinas alternativas, cada vez cobra mas importancia en
nuestra sociedad, técnicas como la acupuntura y el yoga siguen en tela de
discusion, existiendo estudios a favor y en contra de dichas terapias. Aunque
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existen pocos estudios bien disefiados al respecto que nos permitan demostrar
la utilidad de tales terapias, estd demostrada su utilidad en otros paises en los
que se les considera como una terapia alternativa valida. (O'Connor D, 2003).

El uso de diuréticos no ha demostrado mejoria de los sintomas a las 2
semanas. Estudios con inyeccion de toxina botulinica, no han presentado
mejorias evidentes frente a placebo en el tratamiento del STC (Breuer B, 2006)
Se ha visto que la inyeccion de lidocaina es eficaz para la reduccion del dolor
asociado al STC, con buena tolerancia por parte del paciente, por lo que puede
ser una alternativa para el tratamiento sintomatico de estos pacientes
(Nalamachu S, 2006), asi como el uso de Colageno y Polivinilpirrolidona (
Fibroquel ) aungque aun no se ha demostrado su uso y aplicacion.

3.- Quirurgico

El tratamiento quirdrgico es mas eficaz que el entablillado para aliviar los
sintomas del STC (Verdugo Renato J, 2008).

Se realiza en los casos de:1) Persistencia de sintomas a pesar del tratamiento
meédico o estudio electrofisiolégico muy patologico ,2) Déficit sensitivo o motor
(atrofia eminencia tenar) establecidos. 3) Lesiones ocupantes de espacio que
requieran extirpacion. 4) Sintomas severos o progresivos de mas de 12 meses.
No existen pruebas sdlidas que apoyen la necesidad de reemplazar la
liberacion del tunel carpiano mediante técnica estandar a cielo abierto por
procedimientos quirdrgicos alternativos, como la via endoscopica. La decision
de aplicar una u otra técnicas depende del cirujano y de las preferencias de
paciente (Scholten RIJPM, 2008).

Ambos tipos de cirugia son eficaces en la mejora del dolor con lenta o nula
recuperacion de déficits sensitivos y motores, dependiendo del grado de
afectacion en el momento de la intervencion. Existe una baja probabilidad de
recidiva a largo plazo (Wong KC, 2003).
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ALGORITMO DE TRATAMIENTO SINDROME DEL TUNEL DEL CARPO

‘ Tratamiento sindrome del tinel del carpo

Clase 0, Clase |, Clase IC
Clase IA, Clase IB Clase 2y 3

MEJORIA

Vigilancia y n_’|ed|das Tratamiento
ergondmicas quirtrgico
Meijoria l
Terapia fisica y
i l ocupacional
|
S| NO 7J, l l
l Tratamiento cc:nservador con ‘

terapia fisica, férula

braquipalmar nocturna o
infiltracién con antiflamatorios

esteroideos

Sl NO

Alta Revaloracién y/o

envid a CPR,
Ortopedia o
neurologia para tx.
quirurgico

Rosenbaum RB, Ochoa JL. Carpal Tunnel Syndrome. Butterworth-Heinemann,
Boston, 1993
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La fisiopatologia del STC no esta clara; se han propuesto multiples teorias que
intentan explicar el origen de los sintomas y el dafio del nervio mediano
registrado en las pruebas de neuroconduccion.
Entre las teorias mas comunes estan la de la compresién mecanica, la de la
insuficiencia micro vascular y la de la vibracion.

La teoria de la compresion mecanica del nervio mediano permite explicar el
origen de los sintomas y signos, pero no explica como las distintas etiologias
llevan a dicha compresion. Se propone que la compresion del nervio se
produce por sobreuso, hiperextension repetitiva o prolongada de la articulacién
de la mufieca y/o por el uso prolongado de herramientas manuales o falta de
experiencia en su manejo.

La teoria de la insuficiencia microvascular propone que el dafio progresivo en la
conduccion del nervio mediano se debe a eventos isquémicos repetitivos, que
se producen debido a la incapacidad de mantener el flujo sanguineo axonal
minimo, ante eventos que desencadenan aumentos en la presion a nivel del
tunel del carpo, secundaria entre otros factores, a una alteracién a nivel de los
vasanervorum. Dichos eventos isquémicos se asocian a los episodios
sintomaticos como parestesias, hipoestesia, dolor agudo y alteraciones
reversibles de la conduccion nerviosa. Asi, la acumulacion de lesiones vy las
reacciones cicatriciales pueden llevar a dafos irreversibles a nivel del nervio
mediano. Esta hipotesis esta basada en mediciones del flujo sanguineo, del
nervio mediano antes y dentro del tinel del carpo con Doppler laser.

La tercera hipdtesis denominada de la vibracidon, sostiene que el dafio del
nervio mediano a nivel del tunel del carpo se debe a la sobreexposicion a las
vibraciones producidas por algunas herramientas. Esta hipotesis sugiere que la
vibracion causa inicialmente trastornos en el transporte axonal (de acuerdo a
estudios hechos en animales) y progresivamente lleva a lesion axonal, junto a
edema epineural, que a su vez por compresion incrementa el dafio, siendo las
mas afectadas las fibras amielinicas (tipo C), responsables en parte de la
conduccion simpatica, lo que llevaria a la perdida del tono simpéatico vascular y
a la disminucion subsecuente del flujo sanguineo. A pesar de que las tres
hipotesis tienen naturalezas tan variadas, ellas en algin momento de la
evolucion del proceso fisiopatolégico, toman elementos de alguna de las otras,
para explicarlo, lo que hace pensar que tanto las manifestaciones clinicas y los
trastornos en la neuroconduccion que integran el STC puedan tener
componentes de las tres teorias, en lugar de intentar explicar todos sus
hallazgos con una sola.

Dentro de las Teorias que tratan de explicar el desarrollo del Sindrome de
Tanel del Carpo se encuentra la hipoxica como ya se menciono anteriormente
pero aun no se esclarece ninguna teoria, existen diversas condiciones en las
gue puede existir disminucion de los requerimientos de oxigeno y conllevar al
desarrollo de isquemia dando como resultados a nivel celular cambios
funcionales tales como:
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La disminucion de la fosforilacion oxidativa y de las bombas de membrana
dependientes de ATP, con la consiguiente entrada de calcio, sodio y agua a la
célula;

El catabolismo del ATP que lleva a la acumulacién de hipoxantina con
generacion de especies reactivas del O, (Especies reactivas de oxigeno), con
la reentrada del Oy;

La promocion de la expresion de productos génicos proinflamatorios
(moléculas de adhesién de leucocitos, citoquinas) y agentes bioactivos
(endotelina, tromboxano A;) a nivel endotelial; y iv) la represion de los
productos de algunos genes protectores [Oxido nitrico sintasa (NOS)
constitutiva, trombomodulina] y agentes bioactivos [prostaciclina, 0xido nitrico
(NO)]. Asi, la isquemia induce un estado proinflamatorio que aumenta la
vulnerabilidad del tejido durante la reperfusion®.

Existen dos fases: a) La fase temprana, que comprende desde el inicio de la
disminucién de oxigeno y con ello la activacién de factores del complemento y
el reclutamiento y activacion de linfocitos residentes y b) La fase tardia en
donde se da la infiltracidbn y la activacion de linfocitos polimorfonucleares
(PMN)°. En esta fase, las citoquinas proinflamatorias, principalmente el factor
de necrosis tumoral-alfa (TNF-0J, la interleuquina (IL-6 e IL-1, quimioquinas y
factores del complemento liberados son los responsables del reclutamiento de
PMN. La infiltracibn de PMN continla y se amplifica el dafio por la liberacion
adicional de mediadores como EROS, TNF-o y proteasas®. Si el dafio
endotelial es severo, la migracion transendotelial de los neutréfilos ocurre
facilmente, sin embargo, ella requiere de la participacion de moléculas de
adhesion como ICAM-1 si el dafio es de menor magnitud, cuya expresion
aumenta en respuesta al TNF-a, IL-1 e interferén-CI(INF-0)°.

Existe evidencia clara al respecto de la participacion de diversos factores que
se enumeran a continuacion:

Pérdida de la homeostasis del calcio (Ca*™). El mecanismo a través del cual se
relaciona el aumento del Ca* intracelular con el dafio, involucra tanto la
activacion de enzimas hidroliticas dependientes de Ca' (fosfolipasas,
proteasas, nucleasas), como el desacoplamiento de la fosforilacion oxidativa
mitocondrial con la consecuente disminucién del nivel de ATP’,

Generacion de Especies Reactivas de Oxigeno (EROS). Las EROS se generan
normalmente durante el metabolismo aerdbico celular y son neutralizadas por
diversos mecanismos antioxidantes. La inflamacion, hiperoxia, radiaciones,
metales pesados y diversos xenobiéticos aumentan la generacion de EROS,
condiciones que al lograr el desbalance entre los procesos antioxidantes y
prooxidantes, favoreciendo estos ultimos, inducen el fenbmeno de estrés
oxidativo que puede inducir citotoxicidad®.

Cambios en la microcirculacion. Los cambios que ocurren en la
microcirculacion durante la isquemia o reperfusion inicial del tejido llevan a
areas que no se perfunden, aun después del reestablecimiento del flujo al
6rgano, fenémeno que se conoce como no-reflujo (no-reflow)’®. Estos cambios
incluyen aumento del volumen celular con protrusion al lumen de los vasos,
adherencia de los leucocitos al endotelio, agregaciéon plaguetaria, acumulacion
de fluido intracelular y vasoconstriccion®.
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La falla microcirculatoria podria ser el fendmeno inicial que llevaria al no-reflujo,
con la liberacion de citoquinas proinflamatorias, llevando a induccion de un
estado de estrés oxidativo.

Activacion de factores del complemento. El sistema del complemento también
se activa, siendo particularmente importantes los factores C3a, C5a, iC3b y
C5b-9. Cha, ademas de estimular los leucocitos y la quimiotaxis, amplifica la
respuesta inflamatoria al inducir la produccion de MCP-1 ("methyl-accepting
chemotaxis proteins”), TNF-a, IL-6 e IL-1*. C5b e iC3b también pueden alterar
la homeostasis vascular. iC3b se forma por fragmentacion de C3 y es un
ligando especifico para la adhesion de los leucocitos al endotelio vascular via
integrina R, CD11b-CD18 (Mac-1)*. De esta manera, la activacién del sistema
del complemento contribuiria a amplificar el dafio de manera directa, por
formacion del complejo de ataque de membrana, e indirecta, estimulando la
produccion de citoquinas proinflamatorias y la migracion y adhesién de
leucocitos®.

El 6xido nitrico (NO). El 'NO se forma a partir de L-arginina por la accion de las
NOS, incluyendo una isoforma inducible que se expresa principalmente bajo
condiciones patoldgicas (iNOS o NOS2), y dos constitutivas, la eNOS (NOS3) y
NNOS (NOS1) que se expresan en el endotelio y en el sistema nervioso,
respectivamente’’. EI 'NO cumple mdltiples funciones fisioldgicas y patolégicas
como mediador intra e intercelular en procesos de inmunomodulacién,
neurotransmision y regulacién del tono vascular®’.

La modificacion del didmetro de los vasos sanguineos estad regulado por
agentes vasoconstrictores, como las aminas biogénicas y vasodilatadores,
como ‘el 6xido nitrico (NO), producidos en las células endoteliales'®. La accién
del 'NO sobre el tono vascular, se ejerce a través del cGMP que desencadena
una cascada de eventos que llevan a la reduccién del tono muscular'®. Las
acciones del 'NO pueden mediar el dafio, ya sea por una accion relajadora a
nivel de células estrelladas o participacion en la adhesion de los neutrofilos al
endotelio y en la agregacién plaquetaria'®,el 'NO se asocia a la apoptosis de
forma dual. En concentraciones fisiolégicas, la apoptosis se inhibe por
nitrosilacion de caspasa 3, efecto asociado a inhibicién de la liberacion del
citocromo C por bloqueo del clivaje de Bcl-2 (caspasa 3-dependiente). En
niveles altos, el 'NO actua induciendo apoptosis, lo que podria estar mediado
por peroxinitrito, el cual provocaria un cambio en la permeabilidad mitocondrial
con la consecuente liberacion de citocromo C, como también por dafio al ADN
y la consiguiente activacion de PARS [poly (ADP-ribose) synthase]* .

Pre acondicionamiento isquémico

Varios 6rganos responden a la exposicién a periodos breves de isquemia u
otros estimulos citotoxicos, aumentando su resistencia a un estimulo citotoxico
posterior de mayor duracion o severidad, fendmeno denominado
"preacondicionamiento”(Pl). En seres humanos el Pl se ha utilizado
limitadamente. En la proteccion por el Pl pueden concurrir varios mecanismos
posibles:
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La preservacion del nivel de ATP por activacion de la quinasa dependiente de
AMP.La induccion de sistemas antioxidantes [efecto protector simulado por
glutation reducido.

El aumento moderado en los niveles de TNF-a.

La liberacibn de NO [efecto protector eliminado por la inhibicion de NOS y
simulado por donantes de 'NO o L-arginina

Mayores niveles de adenosina

Este ultimo mecanismo es dependiente de la sintesis de 'NO y ocurriria por
activacion del receptor A, predominantemente, ya que la administracion de un
antagonista competitivo revierte los efectos protectores.

LEspecies reactivas del
oxigeno
Mivel bajo Mivel intermedio MNivel allo
Mitogénesis Detencién del Muegte celular
Proliferacién crecimiento
Envejecimicnio

Apoptosis  Necrosis

Otro factor importante en relacidbn a presentarse isquemia en los érganos es el
factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF) el cual, es un mitégeno de
las células endoteliales micro y macrovasculares. EI VEGF promueve la
expresion de las moléculas de adhesion como la molécula de adhesion de
células vasculares tipo 1 (VCAM-1) y la molécula 1 de adhesion intracelular
(ICAM-1) en las células de adhesion, lo que puede resultar en la adhesion de
células “naturales asesinas” (NK) a las células endoteliales.

La expresiéon del VEGF se encuentra regulada por diversos mecanismos, entre
ellos la hipoxia que es un potente estimulador del VEGF. Asi mismo, la IL-6
también ha mostrado incrementar la sintesis de VEGF.

EL VEGF puede existir en diferentes especies moleculares de las cuales la 165
es la que se encuentra en los vasos sanguineos.

FACTOR INDUCIBLE DE HIPOXIA

Los factores inducibles de hipoxia son factores de transcripcion que responden
a los cambios de oxigeno en el ambiente celular.

El factor inducible por hipoxia tipo 1 (HIF-1a) es el regulador clave de la
respuesta celular a la hipoxia y se presume como un factor clave en el
crecimiento tumoral. Este factor presenta dos subunidades a y 3 , las cuales
responden a la presion de oxigeno en el interior de la célula. Existe una mayor
susceptibilidad y un peor prondstico en lo que se refiere a los individuos
portadores del alelo A para el polimorfismo G1790A correspondiente al gen
HIF-1a.
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Los factores inducibles de hipoxia son factores de transcripcion que responden
a diferentes concentraciones de oxigeno en el ambiente celular,
especificamente cuando existen condiciones de hipoxia o baja de 02.

HIFla y HIF1la se producen continuamente, pero HIF1la es altamente Iabil en
presencia de O2, por lo que se degrada en condiciones aerdbicas. Cuando la
célula esta en condiciones de hipoxia, HIF 1o persiste y el complejo HIFla,
estimula la liberacion de VEGF.

La cascada de sefalizaciéon

La cascada de sefializacion del HIF media los efectos de hipoxia, o estado de
concentracion baja de oxigeno, en la célula. Sin embargo, la hipoxia promueve
la formacion de vasos sanguineos, y es importante para la formaciéon de un
sistema vascular La hipoxia en heridas también promueve la migracion de
gueratinocitos y la restauraciéon del epitelio, en general, los HIFs son
importantes para el desarrollo en los mamiferos, la supresion de los genes
HIF-1 tienen como resultado la muerte perinatal .HIF-1 ha sido reconocido
como esencial para la supervivencia del condrocito, permitiendo a las células
adaptarse a condiciones bajas de oxigeno dentro de los discos de crecimiento.
HIF juega un papel central en la regulacién de metabolismo humano. ® La
subunidad alfa de HIF-1 es primordial para el hidroxilacion por la enzima
prolilhidroxilasa de HIF, que hace un objetivo para la degradacion de una ligasa
de ubiquitina E3, llevando a degradacion rapida por el proteasoma,esto ocurre
s6lo en condiciones de normoxia. En condiciones de hipoxia la enzima prolil
hidroxilasa se inhibe desde que se utiliza oxigeno como un cosustrato . La
hipoxia ° también tiene como resultado un aumento de succinato, debido a
inhibicion de la cadena de transporte de electréon en las mitocondrias. El
aumento de succinato inhibe aun mas HIF accion de prolil-hidroxilasa, desde
gue es un producto final de hidoxilacién de HIF. En una manera semejante, la
inhibicion de transferencia de electron en el complejo succinato de
deshidrogenasa debido a mutaciones en el SDHB o genes de SDHD puede
causar un aumento de succinato que inhibe HIF prolil-hidroxilasa, estabilizando,
la misma, esta condicion se llama de pseudohipoxia.

HIF-1, cuando es estabilizado en condiciones de hypoxia, regula a la alta
varios genes para promover supervivencia en condiciones de bajo-oxigeno,
algunas de estas enzimas son las que promueven la de glicolisis, que permiten
que el ATP se sintetize en una manera de oxigeno-independiente, y en factor
vascular de crecimiento endotelial (VEGF), promoviendo la angiogenesis .

No hay suficiente informacion cientifica sobre la actividad de los mecanismos
moleculares de los HIFs tanto en condiciones de normoxia e hipoxia .Se han
formulado algunos objetivos terapéuticos que se intentan demostrar como
moduladores de los factores inducibles de hipoxia algunas de ellas actuando
como inhibidores selectivos de prolilhidroxilasas de HIF .** como ejemplo
tenemos el FibroGen-2216 y FG-4592,[13] sin embargo por los efectos
secundarios producidos se suspendié del mercado farmacéutico , por lo cual
se continlan haciendo investigaciones para el andlisis y el posible uso de
algun inhibidor de los HIFs , ya que al regular estos factores indirectamente se
puede incidir sobre la inflamacion cronica ya que esta se autoperpetia y esto
conlleva a factores activos de transcripcion aberrante. Por consiguiente, las
modificaciones en el factor del crecimiento, en las citocinas y en el equilibrio
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de EROS ocurren dentro del ambiente celular, con estas investigaciones se
abre paso a una nueva linea de investigacion para el posible uso de
medicamentos de tratamiento para algunas enfermedades que cursen con
inflamacion crénica, asi como aquellas que puedan desarrollar Cancer y
Metéastasis.

HIF 1, es un heterodimero compuesto por una subunidad alfa y una
subunidad de beta, el dltimo al ser un receptor esta constitutivamente-
expresado de aril hidrocarburo (ARNT).>® HIF nuclear-1 pertenece al POR
ARNT SIM (PAS) la familia de factores de transcripcion. La subunidad alfa y
beta es semejante en su estructura y ambos contienen los dominios siguientes:
N-TERMINAL **°— un dominio de bHLH para ADN preparando las proteinas
de corregulacién transcripcional.

Existen subfamilias de HIFs , las cuales se enlistan a continuacion:

Subfamilias gen proteina
Factor inducible de hipoxia, subunidad

HIF-1a HIF1A
alfa.
HIF-1B ARNT receptor nuclear
HIF-2a EPAS1 Dominio proteina 1 endotelial PAS
HIF-23 ARNT2 Receptor transnuclear endotelial 2
HIE-3q HIE3A Factor inducible de hipoxia 3subunidad
alfa.
HIF-33 Arnt3  Receptor transnuclear arilhidrocarburo 3

Factor de Crecimiento Endotelial Vascular

El factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF) es un mitdgeno de las
células endoteliales micro y macrovasculares. El VEGF promueve la expresion
de las moléculas de adhesion como la molécula de adhesion de células
vasculares tipo 1 (VCAM-1) y la molécula 1 de adhesion intracelular (ICAM-1)
en las células de adhesién, lo que puede resultar en la adhesion de células
“naturales asesinas” (NK) a las células endoteliales.

EL VEGF puede existir en diferentes especies moleculares de las cuales la 165
es la que se encuentra en los vasos sanguineos.

La expresion del VEGF se encuentra regulada por diversos mecanismos, entre
ellos la hipoxia que es un potente estimulador del VEGF. Asi mismo, la IL-6
también ha mostrado incrementar la sintesis de VEGF.

Los estudios de inmunohistoquimica muestran que las lesiones tempranas
ateroscleroticas presentan intensa reactividad de VEGF en las regiones ricas
en macrofagos y en la intima engrosada. En las placas ateroscleroéticas la
expresion de VEGF también se ha encontrado en las regiones con células
espumosas adyacentes al nucleo lipidico o en las regiones basales
neov%scularizadas consistentes predominantemente en células musculares
lisas .
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La expresion del VEGF se ha encontrado de manera mas intensa en coronarias
con aterosclerosis que en aquellas sanas, y esta tincibn inmunohistoquimica
para VEGF fue mayor cuando mayores fueron las lesiones °.

Sin embargo, la administracion de VEGF 165 en modelos experimentales en
los que se ha inducido isquemia, puede incrementar la perfusion y la formacion
de nuevos vasos ?® y se ha asociado con la recuperacién de la reactividad
endotelial. Asi mismo la administracion de VEGF aumenta el flujo coronario en
modelos animales en los que se indujo isquemia miocardica *°.

EL VEGF/VPF puede servir como un regulador endégeno de la integridad
endotelial en los grandes vasos, pero sin que exista una correlacion entre los
niveles de VEGF y la cantidad de vasa vasorum *°.

El factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF, por Vascular Endothelial
Growth Factor) es una proteina sefializadora implicada en la vasculogénesis
(formacion de novo del sistema circulatorio embrionario) y en la angiogénesis
(crecimiento de vasos sanguineos provenientes de vasos preexistentes). Como
su propio nombre indica, las acciones del VEGF han sido estudiadas en las
células del endotelio vascular, aunque también tiene efectos sobre otros tipos
celulares (por ejemplo, estimula la migracion de monocitos/macrofagos,
neuronas, células epiteliales renales y células tumorales). In vitro, se ha
demostrado que el VEGF estimula la division y la migraciéon de células
endoteliales. ElI VEGF también es un vasodilatador e incrementa la
permeabilidad vascular; originalmente recibia el nombre de factor de
permeabilidad vascular (vascular permeability factor).
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Clasificacioén

VEGEF incluye las proteinas homodiméricas VEGF-A (que es la que se designha
normalmente al hablar de VEGF), VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D y PIGF
(placental growth factor).

Tipos de VEGF en humanos
Tipo Funcion

Angiogénesis

1 Migracion de células endoteliales

1 mitosis de células endoteliales

1 actividad de la Metano monooxigenasa

XEGF' 1 actividad de la integrina avB3
creacion de la luz de los vasos sanguineos
creacion de las fenestraciones de los vasos
Quimiotactico para macrofagos y granulocitos
Vasodilatacion (indirectamente, por liberacion de NO)
VEGF- S : :
B Angiogénesis embrionaria
VEGF- . L :
C Linfoangiogénesis

VEGF- Necesario para el desarrollo de la vasculatura linfatica que rodea los
D bronquiolos

Importante para la Vasculogénesis
PIGF  También necesario durante isquemia, inflamacion, cicatrizacion y
cancer

El término VEGF engloba a varias proteinas pertenecientes a dos familias, que
son el resultado del ayuste (splicing) alternativo del mMRNA de un Unico gen de
VEGF con 8 exones. Las dos familias diferentes se nombran de acuerdo con el
sitio de empalme del exdn terminal. Si se une en el sitio de empalme proximal
se denomina VEGF,y Y si lo hace en el sitio de empalme distal se denomina
VEGF««b. Ademas, el splicing alternativo de los exones 6 y 7 altera su afinidad
por la heparina y su numero de aminoacidos (en humanos: VEGF,s,
VEGFlzlb, VEGF 145, VEGF 165, VEGF165b, VEGF 159, VEGF og6; los Ofté'OgOS de
estas proteinas en roedores contienen un aminoacido menos). Estos dominios
tienen importantes consecuencias funcionales para las variantes de splicing de
VEGF, ya que el sitio de splicing terminal (que define el exdn 8) determina si
las proteinas son pro-angiogénicas (si se usa el sitio de splicing proximal, lo
qgue ocurre durante la angiogénesis) o anti-angiogénicas (si se usa el sitio
distal, como ocurre en los tejidos normales). Ademas, la inclusién o exclusion
de los exones 6 y 7 median las interacciones con los co-receptores de heparan
sulfato, proteoglicanos (HSPGs) y neuropilina en la superficie celular,
mejorando su capacidad de unirse y activar sus receptores (VEGFRS).
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Funcién

VEGF es un potente inductor de la formacion de vasos sanguineos durante el
desarrollo embrionario (vasculogénesis) y tiene un papel fundamental en el
crecimiento de vasos nuevos en el adulto (angiogénesis).! Promueve
angiogénesis en los procesos de inflamacion cronica, cicatrizacion y en
tumores. VEGF es secretado por muchas células del mesénquima y del
estroma. VEGF induce la migracion de células precursoras endoteliales a partir
de la médula ésea, y estimula la proliferacion y diferenciacion de estas células
en los sitios de angiogénesis. Cuando la angiogénesis se origina a partir de
vasos preexistentes (y no a partir de células precursoras), VEGF estimula la
supervivencia de las células endoteliales, su proliferacion y su motilidad,
iniciando la gemacion de nuevos capilares.
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Tipos de VEGF y sus receptores.

Los miembros de la familia VEGF realizan su funcién en las células diana a
través de tres receptores con actividad tirosina cinasa intrinseca: VEGFR-1,
VEGFR-2 y VEGFR-3, localizados en células endoteliales y en otros tipos
celulares. EI mas importante en angiogénesis es VEGFR-2.La union ligando-
receptor produce la dimerizacion del receptor y su activacion mediante
transfosforilacién, aunque en sitios, momentos e intensidad diferentes. Los
receptores de VEGF tienen una porcion extracelular que consta de 7 dominios
similares a inmunoglobulinas, una Unica regién transmembrana, y una regiéon
intracelular que contiene un dominio tirosina kinasa escindido. VEGF-A se une
a VEGFR-1 (Flt-1) y VEGFR-2 (KDR/Flk-1). VEGFR-2 parece mediar casi todas
las respuestas celulares conocidas de VEGF.® La funcién de VEGFR-1 se
conoce menos, pero se piensa que modula la funcién de VEGFR-2. Ademas
VEGFR-1 podria secuestrar VEGF para evitar su union con VEGFR-2 (esto
parece ser especialmente importante durante la vasculogénesis en el embrién).
VEGF-C y VEGF-D, pero no VEGF-A, son ligandos del tercer receptor
(VEGFR-3), que media la linfangiogénesis.

Produccion

La producciéon de VEGF puede inducirse en células que no estan recibiendo
suficiente oxigeno. Cuando una célula es deficitaria en oxigeno, produce HIF
( hypoxia-inducible factor), un factor de transcripcion. HIF estimula la liberacion
de VEGF, entre otras funciones (como la modulacién de la eritropoyesis). El
VEGEF circulante se une a los receptores de VEGF en las células endoteliales,
desencadenando asi una via de tirosina kinasa que conduce a la angiogénesis.
HIF1 alfa y HIF1 beta se producen continuamente, pero HIF1 alfa es altamente
labil en presencia de O2, por lo que se degrada en condiciones aerébicas.
Cuando la célula esta en condiciones de hipoxia, HIF1 alfa persiste y el
complejo HIFlalfa/beta estimula la liberacion de VEGF.

Significacién clinica

En aquellos casos en los cuales las arterias coronarias presentan estenosis
(ralentizacion del flujo sanguineo) avanzada (lo cual posibilita la aparicion de
angina de pecho o0 en casos mas graves isquemias que pueden conllevar a
infartos), se abre la posibilidad de emplear el VEGF con el fin de formar nuevos
vasos sanguineos a partir de otros preexistentes. Esto permite un aporte mayor
de nutrientes y sustancias vitales, de manera que se reduce la sobrecarga que
sufre el corazon debido a la alta demanda de esfuerzo y poca oferta de
nutrientes esenciales. Esto ha permitido reducir la dependencia de
medicamentos antianginosos y vasodilatadores coronarios.

VEGF se ha relacionado con un prondéstico pobre en cancer de mama.
Numerosos estudios muestran una reduccion en la supervivencia en los
tumores que sobreexpresan VEGF. La sobreexpresion de VEGF puede ser un
paso temprano en el proceso de generacion de metastasis, un paso
involucrado en el "switch" angiogénico. Sin embargo, aunque VEGF se ha
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correlacionado con una disminucién de la supervivencia, el mecanismo exacto
en la progresion tumoral permanece desconocido.

VEGF también se libera en la artritis reumatoide en respuesta a TNF-a, donde
aumenta la permeabilidad endotelial y la hinchazén, y estimula la angiogénesis
(formacion de capilares).VEGF también es importante en la retinopatia
diabética (DR). Los problemas microcirculatorios en la retina de los pacientes
con diabetes puede causar isquemia en la retina, que conduce a la liberacion
de VEGF, y un cambio en el equilibrio entre las isoformas pro-angiogénicas
VEGF sobre las isoformas que se expresan normalmente VEGR/EGF
puede entonces causar la creacién de nuevos vasos en la retina y en otras
regiones del ojo, iniciando cambios que pueden amenazar la vision. VEGF
juega un papel en la patologia de la forma himeda de la degeneracién macular
asociada a la edad (AMD, por age-related macular degeneration), que es la
principal causa de ceguera en el mundo industrializado. La patologia vascular
de la AMD comparte ciertas similitudes con la retinopatia diabética, aunque la
causa de la enfermedad la fuente original de la neovascularizacion difiere entre
las dos enfermedades.Los niveles séricos de VEGF-D estan elevados de forma
significativa en los pacientes con angiosarcoma.® Sin embargo, pacientes
afectados por enfisema pulmorar presentan niveles disminuidos de VEGF en
las arterias pulmonares.En el rifion, un aumento en la expresion de VEGF en
los glomérulos causa directamente la hipertrofia glomerular asociada con
proteinuria.’Los estudios actuales, sin embargo, muestran que VEGF no es el
anico factor implicado en angiogénesis: FGF-2 y HGF son también potentes
factores angiogénicos.

Terapias anti-VEGF

Una vez liberado, VEGF puede desencadenar varias respuestas. Puede
estimular la supervivencia, el movimiento o la diferenciacién de una célula. Por
esta razén, VEGF es una diana potencial para el tratamiento del cancer. La
primera droga anti-VEGF, un anticuerpo monoclonal denominado bevacizumab,
se aprob6 en 2004. Approximadamene el 10-15% de los pacientes utilizan una
terapia con bevacizumab; sin embargo, los biomarcadores para demostrar su
eficacia no se conocen aun. En principio, como VEGF promueve la
angiogénesis, un proceso necesario para el crecimiento de los tumores, el
tratamiento con bevacizumab impidiria la accion de VEGF. Ello bloquearia la
formacion de vasos sanguineos, privando al tumor del aporte necesario de
nutrientes para su crecimiento, impidiéndose asi la proliferacion celular y el
desarrollo del tumor.

La terapias anti-VEGF son importantes en el tratamiento de ciertos canceres y
de la degeneracidon macular asociada a la edad. Pueden utilizar anticuerpos
monoclonales, tales como bevacizumab (Avastin), derivados de anticuerpos
como ranibizumab (Lucentis), o pequefias moléculas disponibles por via oral
que inhiben las tirosina kinasas estimuladas por VEGF: lapatinib (Tykerb),
sunitinib (Sutent), sorafenib (Nexavar), axitinib, y pazopanib.

Los dos compuestos basados en anticuerpos se comercializan. Los tres
primeros compuestos disponibles por via oral también, y los dos ultimos estan
siendo probados en ensayos clinicos.
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Bergers y Hanahan concluyeron en 2008 que drogas anti-VEGF pueden
mostrar eficacia terapéutica en modelos de cancer en ratén y en un niamero
creciente de canceres humanos. Pero "como maximo los beneficios son
transitorios, seguidos por un restablecimiento del crecimiento y la progresiéon
del tumor".?AZ2171 es un inhibidor de tirosina kinasa multi-objetivo, que ha
demostrado tener efectos antiedema mediante la reduccion de la permeabilidad
y ayudando a la normalizacién vascular.En la actualidad un gran porcentaje de
la investigacién biomédica esta siendo enfocada a la regeneracion de tejidos,
aplicacion del uso de células progenitoras; y en especial a la ingenieria de
tejidos, esto da como resultado numerosos estudios y lineas de investigacion
que son de vital importancia para desarrollar nuevas aplicaciones clinicas y
brindarle al paciente nuevas alternativas de tratamiento, con el objetivo de dar
un mejor pronostico y una mejor calidad de vida.

Una de las areas que ha tenido un gran auge en la actualidad es la medicina
regenerativa, ya que con ella se ha podido lograr la formacion de nuevos
tejidos, la reparacion y/o su regeneracion; todo esto a partir de las propias
células de un paciente. La medicina regenerativa se vale de diversos medios
para lograr su objetivo, entre los que destacan: la terapia celular, la ingenieria
tisular y la induccién farmacolégica para formar nuevos tejidos.

Se han podido cultivar células con minimas muestras de tejido, que pueden ser
utilizadas en el paciente junto con biomateriales derivados de tejidos naturales
(submucosa intestinal de cerdo) para la reparacion o regeneracion de un tejido
dafia do*!.En el campo de la rehabilitacién se ha utilizado el colageno-PVP en
las ulceras varicosas , en quemaduras , gonartrosis y recientemente en artritis
reumatoide , etc Este biomedicamento es una colagena polimerizada inyectable
con propiedades inmunomoduladoras. Sus propiedades electroforéticas,
fisicoquimicas y farmacolégicas son unicas debido a la union covalente entre la
colagena tipo | y la polivinilpirrolidona (patente #922830, México). Este
medicamento ha mostrado tener un efecto positivo sobre la reparacion de
heridas y la consolidacién 0sea a través de la induccion de macromoléculas de
matriz extracelular (MEC).”®

Cuando se ha utilizado para promover la cicatrizacion O6sea en sitios de
fracturas se ha observado que existe un aumento en la expresion de
osteopontina (OPN) y SPARC. La OPN se ha detectado en mayores niveles en
sitios donde hay osteoblastos maduros en zonas de remodelado 6seo.’ Esta
proteina se veia aumentada en los sitios en los que se trataban con
Fibroquel,lo que sugiere que pudiera estimular el proceso de mineralizacion y
de remodelado 6seo. También la osteopontina es expresada en el linaje
monocitico y en linfocitos T activados;*°por lo que la alta expresién de OPN que
se presenta con el tratamiento de Fibroquel pudiera estimular la reparacion
O0sea debido a que esta involucrada en la inflamacién, formacion y remodelado
0seo. SPARC es una de las proteinas no colagénicas sintetizadas por células
Oseas; ésta juega un papel importante en el inicio de la mineralizacion,
recambio calcico y remodelado 6seo.* Su expresiéon también se ha visto
aumentada cuando se tratan los sitios con fibroquel, por lo que se infiere que
este farmaco pudiera acelerar el proceso de cicatrizacion de la fractura.
También modula el recambio de la MEC, particularmente la colagena tipo 1 y llI,
disminuye la expresion de interleucina 1-B (II-1B), factor de necrosis tumoral
(TNF-0), factor de crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF) y molécula de
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adhesion celular vascular 1 (VCAM-1).? De esta manera, es evidente que la
colagena-PVP tiene efectos moduladores sobre el proceso inflamatorio y sobre
los procesos fibrogénicos regulando varias de las moléculas importantes en
estos procesos.

El Coldgeno y sus caracteristicas.

La cicatrizacion en los mamiferos es un proceso en cascada que implica una
serie de fases, simultaneas en su mayoria, pero con predominio cronolégico de
algunos de sus componentes, lo que lleva con una eficiencia extrema a la
regeneracion del sitio de la lesion en los fetos (Adzick y Lorenz, 1994), con
eficiencia moderada a la reparacion de neonatos y adultos, y finalmente con
muchas deficiencias y secuelas en individuos seniles (Ashcroft, 1995). Desde
siempre y quiza con mayor importancia en la actualidad, se ha considerado a
las heridas como una prueba de salud publica que requiere atencion, pues si
un dafio en los tejidos es tratado desde el inicio, la calidad de la reparacion
generalmente es mejor que si se atiende posteriormente. Esto se debe a la
actividad de las células que infiltran el area, asi como al recambio de los
componentes de la matriz extracelular (MEC), es decir, su sintesis y
degradacion; sin olvidar que la regulacion metabdlica se lleva a cabo por una
variedad de moléculas solubles tales como las hormonas (Schierle et al., 1997),
péptidos derivados de la misma MEC en el sitio del dafio y citocinas
(Postlethwaite et al., 1988, Gailit y Clark, 1994), quienes dirigen por medio de
mecanismos muy finos, la migracion, la division y la diferenciacion celular,
ademas el recambio de la MEC.

El proceso de cicatrizacién en los mamiferos se puede dividir en tres fases. En
la fase temprana ocurre la mayor variedad de fendmenos, ya que en el
momento del dafio, y si este implica la ruptura de vasos sanguineos,
concomitamente se deriva la extravasacion de los componentes de la sangre,
gue al entrar en contacto con la pared arterial o venosa disparan el proceso de
coagulacion. Este proceso resulta de la activacion del factor Hageman
superficial, el factor procoagulante tisular liberado por las células dafiadas y los
factores de coagulacion de las superficies de membrana asi como de los
fosfolipidos producidos por las células endoteliales y las plaquetas. Donde el
paso critico en todos los casos es la disponibilidad de una superficie que
favorezca la absorcion y permita la activacion de proenzimas especificas de la
coagulacion, ya que estas se encuentran inmersas en el plasma, cuya
composicion incluye una gran variedad de inhibidores enzimaticos, de tal forma
gue cuando las proenzimas quedan absorbidas en el espacio extravascular,
practicamente quedan libres de inhibidores lo que permite su activacion, que en
cuestion de minutos se amplifica como una respuesta hemostatica.

La coagulacion finaliza cuando los estimulos activadores se disipan y se ha
formado un tapon de MEC transitoria y plaquetas. Esto se debe a la presencia
de la prostaciclina y antitrombina Ill que inhiben la agregacion plaquetaria.
Asimismo, se presenta la lisis del codgulo cuando se libera el activador del
plasminégeno que convierte el plasmindbgeno en plasmina, y a su vez es
ayudado por la degradacion de los factores de coagulacion V y VIII a través de
la proteina C. esta lisis también es controlada rigurosamente ya que las
enzimas proteoliticas principales y los activadores del plasminégeno y la
plasmina estan unidos con el coagulo de fibrina y las superficies celulares, por
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lo que no pueden ser alcanzados por los inhibidores de proteasas de la fase
fluida o plasma; como son el inhibidor del activador del plasminéjeno y la a; —
antiplasmina. Sin embargo, esto podria llevar a una lisis exagerada del entorno
lesionado, pues tanto el activador del plasminégeno como la plasmina tienen
capacidad de degradar gran parte de los componentes de la MEC. Esto no
ocurre gracias a la presencia fisioldgica de un inhibidor especifico del activador
del plasmindjeno el cual se encuentra unido a la MEC, lo que limita la actividad
de estas enzimas (Clark, 1995).

Por otro lado, el mismo coagulo hemostatico participa como una matriz
provisional, lo cual permite el reclutamiento de células en el sitio dafiado, donde
particularmente la fibrina y la fibronectina juegan un papel muy importante, ya
que permiten el influjo de monocitos y fibroblastos a través de receptores
especificos de membrana conocidos como integrinas (Chapman y Haskard,
1995).

La fase tardia también comprende, junto con la temprana, el proceso
inflamatorio, pues este lleva un determinado tiempo para proveer los
componentes solubles de matriz y celulares necesarios que favorecen la
reparacion del dafio, donde la activacion de moléculas como el factor de
Hageman, generan fragmentos proteicos, como la bradiquinina y agentes
vasoactivos potentes; ademdas de iniciar las cascadas clasica y alterna del
complemento, generando las anafilatoxinas C3a y Cba. Estas ultimas
incrementan directamente la permeabilidad vascular y atraen neutréfilos y
monocitos a los sitios dafiados. Simultdneamente, estas sustancias estimulan
la liberacion de mediadores vasoactivos, como la histamina y lo leucotrienos C4
y D4, que se encuentran en los granulos de los mastocitos, asi como la
liberacién de derivados oxidantes biolégicamente activos de los granulos de los
neutrofilos y macrofagos (Clark, 1995). Otros componentes son las citocinas,
gue forman un grupo heterogéneo de moléculas de naturaleza glicoproteica, de
bajo peso molecular (7 a 30 kD), que actian en concentraciones picomolares
de forma autdcrina, paracrina o endocrina.

La reepitelizaciéon de las heridas empieza unas cuantas horas después de la
lesion (Fase tardia), donde las células de las estructuras epiteliales residuales
se mueven rapidamente a través del sitio dafiado. En la piel, los queratinocitos
epidérmicos estratificados o los del foliculo piloso, se “desplazan uno sobre el
otro” (Clark, 1995), es decir, forman grupos de células que a su vez se dividen,
primero horizontalmente con respecto al plano de la piel, y luego se estratifican
perpendicularmente. Este proceso requiere de la disolucion de desmosomas,
qgue son estructuras que interconectan a los queratinocitos y que proveen la
fuerza de tension en el epitelio, ademas de la pérdida temporal de la union
dermo-epidérmica, a través de la disoluciéon de hemidesmosomas que unen a
la epidermis con la membrana basal. Otra caracteristica de la epidermis en
reparacion es la carencia de queratinas clasicas del epitelio estratificado, asi
como la deficiencia de filagrina, cuya participacion como cementante es crucial.
En esta fase de la reparacion, solamente se encuentran presentes las
gueratinas producidas por los queratinocitos de la capa basal. Cabe sefialar
que pese a la caracteristica no diferenciada de los queratinocitos migrantes,
estos si producen involucrina, un componente de membrana celular presente
en los queratinocitos diferenciados, asi como la transglutaminasa, una enzima
gue participa en el entrecruzamiento de las proteinas de la membrana celular
(Clark, 1995). Lo anterior nos lleva a considerar que la epidermis de transicion
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tiene algunas caracteristicas de una epidermis clasica pero sin la maduracion
total, debido a la necesidad de dividirse y migrar en un sistema tridimensional
que permita primero, volver a generar una barrera y despues, equilibrar el
balance proteico-hidro-lipidico necesario para generar la homeostasis del area.
Otra posibilidad es la liberacion local de citocinas que estimulen dicho proceso,
tales como el factor de crecimiento epidérmico (EGF), el factor de crecimiento
transformante a (TGF-a), el factor de crecimiento emdmico de union a la
heparina (HB-EGF), asi como la familia del factor de crecimiento fibroblastico
(FGF); y tal vez otros factores también derivados de los macréfagos o células
del parénquima dérmico que actuan de manera paracrina.Cabe sefialar, que
los mismos queratinocitos tienen la capacidad de producir al TGF-a, asi como
al TGF-B, lo que hace posible considerar su participaadbn de forma autécrina y
paracrina, pues en un modelo de cicatrizacion in vitro a partir de explantes de
piel humana, se encontr6 que el TGF-B1 se incrementa en los bordes del
epitelio dafiado y disminuye una vez que se alcanza la confluencia y comienza
la estratificacion. Lo anterior se relaciona con la capacidad que tiene el TGF-31
para inducir la sintesis de integrinas que permitan la locomocion de los
gueratinocitos y la inhibicion de su proliferacion. Una vez que los queratinocitos
han alcanzada la confluencia en la zona dafiada, se presenta un incremento en
la produccion del TGF-a que estimula la proliferacibn de esta estirpe celular, lo
que permite la estratificacion. Lo anterior nos sefiala que al menos en parte, el
proceso de reepitelizacion se manifiesta de manera autécrina (Kratz y
Compton, 1997).

Ahora bien, si el dafio incluye a la membrana basal, las células epidérmicas
migran sobre una matriz provisional que consta de colagena tipo V, fibrina,
fibronectina, tenascina, vitronectina, osteonectina y trombospondina, ademas
de colagena tipo | y lll. Pero si la lesidon no incluye la membrana basal, la
fibronectina se infiltra por esta, ya que tanto la fibrina como la fibronectina
presentes en la matriz transitoria provienen inicialmente en el plasma
circulatorio. Sin embargo, solo algunos dias después, la fibronectina se
produce localmente por los fibroblastos, macréfagos e incluso por los mismos
gueratinocitos migrantes. Asi que la migracion de los queratinocitos a través de
esta matriz provisional se debe por un lado, a su capacidad de expresar
integrinas que no son producidas habitualmente por ellos, lo que no permite la
migracion celular a través del tejido seco o no viable (Clark, 1995) y por otro,
gracias a su capacidad de secretar colagenasa (Agren, 1998) y activador del
plasminégeno, lo que favorece su migracion a través de un entorno provisional
viable (Clark, 1995). En las heridas normales y cronicas se ha encontrado
colagenasa, estromelisinas 1 y 2 y al activador del plasminégeno, donde la
regulacion de esas metaloproteasas se presenta a través de sus inhibidores
tisulares (TIMP), entre otros (Curry et al., 1990). Inclusive se ha observado, que
el TIMP-1 se expresa en la membrana basal de heridas normales, pero no en
heridas crénicas, lo que nos permite considerar que la dificultad de reepitelizar
en estas Ultimas es por falta de control en la destruccién en los componentes
de matriz necesarios para la migracion de lo queratinocitos (Vaalamo et al.,
1996).

Una vez reepitelizado el sitio dafiado, reaparecen las proteinas de la
membrana basal en una secuencia muy ordenada desde el margen de la
herida hasta el centro, donde las células adquieren su fenotipo normal y se
encuentran perfectamente ancladas a su membrana basal a través de los
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hemidesmosomas y a la neodermis subyacente a través de las fibrillas de
coladgena tipo VIl (Clark, 1995).

El tejido de granulacibn o estroma nuevo, comienza a formarse
aproximadamente 4 dias después del dafio. EI nombre se deriva de la
apariencia granular al ser examinado visualmente, pues gran cantidad de vasos
capilares de neoformacion invaden la zona y la poblacion celular se encuentra
constituida por 7% de células endoteliales, 18% como leucocitos, 11% como
granulocitos y monocitos, 57% de fibroblastos y 7% de células T (Koschnick et
al, 1998), todas ellas embebidas en un tejido conjuntivo laxo.

Para induccién del tejido de granulacibn es necesaria la participacion de
citocinas proinflamatorias con actividades quimioatrayentes, mitogénicas y
moduladoras del fenotipo entre otras. Dichas actividades dependen no solo del
tipo de citocinas, sino de su concentracion, ademas de la presencia y afinidad
de los receptores en el entorno cicatrizal, el nivel de actividad en la célula
blanco y la MEC circundante. Cabe sefialar que ya en el plasma sanguineo
varias de estas citocinas se encuentran presentes; sin embargo, las plaquetas
activadas liberan cantidades importantes de ellas en el area dafiada, que con la
llegada de monocitos de sangre periférica y su diferenciacion de macréfagos
(Hart et al., 1998) establecen las condiciones para la sintesis continua de estos
factores y su liberacién. Ademas que las células del parénquima, tanto las
dafiadas como las activadas, pueden sintetizar y secretar citocinas (Clark,
1995), que junto con las ya presentes en la MEC normal (Krétzsch-Gomez et
al., 1998) alcanzan niveles significativamente altos para activar, estimular y
diferenciar a las diferentes células del tejido de granulaciéon. De tal forma que
los macréfagos, fibroblastos y los vasos sanguineos se dispersan en el area
dafada a través de una matriz temporal, que ademas de proveer soporte, guiar
y activar células, permite la difusion de factores solubles como citocinas,
hormonas, fragmentos proteicos, etc. Los macréfagos y neutrofilos proveen una
fuerte continua de citocinas necesarias para estimular la fibroplasia y la
angiogénesis (Mast y Schultz, 1996); es decir, los fibroblastos construyen una
nueva MEC que favorece la infiltracion celular y los capilares transportan el
oxigeno y los nutrientes requeridos para mantener todo el metabolismo tisular.
Asi que en el tejido de granulacion existe una reciprocidad dinamica entre los
fibroblastos, las citocinas, la MEC y la neovascularizacion (Clark, 1995).

La fibroplasia consta de los componentes del tejido de granulaciéon que
provienen de los fibroblastos, donde cada una de las macromoléculas de la
MEC se clasifica de acuerdo con sus propiedades fisicoquimicas Yy fisioldgicas.
Asi que existen proteinas fibrosas de dos tipos: las estructurales,
principalmente como la colagena y la elastina, y las que participan en la
adhesion como la misma colagena, la fibronectina, la laminina y la tenascina;
ambas clases se encuentran en variedad de tamafos e isoformas que se
derivan de la expresion de diferentes genes y constituyen familias de proteinas.
Las variaciones en la composicion, la concentracion y la manera en cOmo estan
organizadas estas macromoléculas dan lugar a una diversidad de formas,
cada una adaptada a los requerimientos particulares de cada tejido. Asi
tenemos a las colagenas fibrilares del intersticio, que se componen por los tipos
I y lll principalmente, los cuales se asocian en forma de fibrillas junto con la
colagena tipo V, la cual regula el diametro de las fibras. La concentracion alta
de la colagena tipo | presente en la mayoria de los tejidos, contribuye a la gran
fuerza de tension y a la resistencia a la deformacién. La colagena tipo VI, esta
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organizada como filamentos finos que se intercalan con las fibrillas de
colagena; y la distribucién tan variada en que se presenta, sugiere un papel en
la organizacion de otros componentes de la matriz (Holbrook y Smith, 1993).
Las proteinas adhesivas participan en la interaccion de las células con la MEC
y con otras células. La fibronectina por ejemplo, promueve la interaccion de los
fibroblastos y otros tipos de células con la matriz del tejido conjuntivo, la
laminina promueve la unién de las células epiteliales a la lamina basal,
mientras que la tenascina puede regular la adhesion, dependiendo del tipo de
receptores que presente la célula en un momento dado. Las moléculas de
glucosaminoglicanos (GAGSs) y proteoglicanos, que son cadenas de GAGs
asociadas con nucleos proteicos, en el tejido conjuntivo, forman una sustancia
fundamental hidratada, tipo gel, en la cual se encuentran embebidas las
proteinas fibrosas, de tal forma que este gel resiste las fuerzas compresivas en
la matriz. También la fase acuosa de gel de polisacaridos permite la difusiéon
rapida de los nutrimentos, metabolitos, hormonas y otros factores solubles
entre la sangre y las células de los tejidos, a lo que se denomina hidrodinamia.
Por ejemplo, los fibroblastos fetales producen matrices pericelulares de acido
hialurénico, y estas son significativamente mas extensas que las producidas
por los fibroblastos post-natales, donde aparentemente la expresion del acido
hialurénico es una respuesta al factor estimulador de la migracion (MSF) que
no se observa en los cultivos de fibroblastos neonatos o adultos. Asi que la
mayor proporcion del carbohidrato en tejidos fetales, normales y de reparacion,
parece tener algun vinculo con la regeneracion del tejido dafiado, a diferencia
de la reparacion de menor calidad observada en los tejidos lesionados
neonatos o adultos (Moriarty et al., 1996).

COMPONENTE | CITOCINA SINTESIS | CELULA ESPECIE
DE LA MEC BLANCO
Colagena tipo | TGF-B, PDGF, | 1 Fibroblastos, Humano,
IL-1 preadipocitos pollo
Colagena tipo Il TGF-B 1 Condrocitos Pollo
Colagenatipo lll | TGF-B 1 Fibroblastos Humano
Colagenatipo IV | IL-1 1 Fibroblastos Humano
Colagena tipo VI | IFN 1 Fibroblastos Humano
[aL(VI)
Colagena tipo VI | IFN ! Fibroblastos Humano
[a3(VI])
MMP TGF-B, IL-1, |1 Fibroblastos, Humano
IL-10, FGF, adipocitos,
EGF gueratinocitos,
tumorales
MMP IFN 1 Macroéfagos, Humano
tumorales
MMP IFN _ Fibroblastos Humano
Colagenasa 72 | TNF-a ! Tumorales Humano
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kD
Colagenasa 92 | TNF-a 1 Tumorales Humano
kD
TIMP EGF, TGF-8, |1 Fibroblastos, Humano
IL-1, GROa gueratinocitos
MMP y TIMP IL-6 1¢7 Fibroblastos Humano
Fibronectina TGF-B, IL-1, |1 Fibroblastos, Humano,
EGF, TGF-a Condrocitos, pollo, rata
epiteliales, de la | y raton.
granulosa
Tenascina TGF-B, IL-1, (1 Fibroblastos Humano,
FGF, TNF-q, pollo
PDGF
Proteoglicanos 1 Fibroblastos, Humano,
Biglicano TGF-B Condrocitos varios,
Versicano bovino
Agrecano
Deocrina ! Fibroblastos Humano,
varios
Proteoglicanos IL-1 ! Fibroblastos, Humano,
Condrocitos bovinos
Proteoglicanos PDGF 1 Condrocitos Bovino
GAGs TGF-B 1 Condrocitos Bovino
Hialuronato EGF, FGF 1 Fibroblastos Humano

Como se menciond, las proteinas de la MEC son parte estructural del tejido
conjuntivo, aunque también tienen un papel informacional para las células
adyacentes (Linsenmayer, 1991); ya que se ha demostrado que los sustratos
de colagena y otras proteinas de la matriz, in vitro, tienen influencia en la
morfologia, la diferenciacion de varios tipos celulares y la sintesis de
macromoléculas caracteristicas del fenotipo diferenciado. Lo anterior esta, en
parte, a cargo de las células derivadas del mesénquima pues son ellas las que
se encargan en buena medida de la sintesis de enzimas, tanto especificas
como inespecificas, para la degradacion de los componentes de la MEC, lo
cual lleva a un recambio continuo de la matriz que se afecta durante los
procesos de reparacion tisular post-inflamatoria y fibrogénesis, ademas de la
organogénesis y la metastasis.

En conclusién, la modulacion del metabolismo de los componentes de la matriz
se lleva a cabo por varios mecanismos; uno de ellos, es a través de la MEC
misma, ya que es capaz de generar sefales para controlar varias de las
funciones celulares, como son la migracion y la quimiotaxis la reorganizacion
del citoesqueleto y la forma celular, la regulacion en la proliferacion celular y la
diferenciacion (Mauch et al., 1993), asi como la sintesis y degradacion de
algunos de sus componentes proteicos y no proteicos (Schor, 1980). El otro
mecanismo es como se menciond por medio de citocinas.
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LA COLAGENA

Las proteinas colagénicas se consideran como una familia de moléculas con
estructuras estrechamente relacionadas pero de distribucion variable en los
tejidos. Los diferentes tipos se dividen en cuatro grupos de acuerdo con su
estructura.

El primer grupo se caracteriza por tener dominios con helicoidales
ininterrumpidos con secuencias caracteristicas -Gli-X-Y-, donde X es
frecuentemente prolina y en la posicibn Y se presenta Hidroxiprolina
(Ramachandran y Reddi, 1976). Las colagenas se sintetizan como precursores
0 procolagenas, conformadas por tres cadenas pooque se procesan en el
medio extracelular dando lugar a triples hélices dea cadenas
subsecuentemente se ensamblan en fibrillas y después en fibras. Los ejemplos
de este grupo, son los tipos I, II, I, V 'y XI.

El segundo grupo comprende a las colagenas tipo IV y VIl cuyos componentes
polipeptidicos se distinguen por ser muy largos y especialmente por sus triples
hélices extendidas. Su estructura primaria se caracteriza por variaciones en el
triplete de la secuencia —Gli-X-Y-.

El tercer grupo esta constituido por moléculas de colagena con triple-hélice
corta, que puede estar en forma de dominios helicoidales continuos, como los
tipos VI, VIl y X (Kielty et al., 1993).

Finalmente, el cuarto grupo estd formado por varios productos genéticos
diferentes, con distribucion variable que comprende a las colagenas con triple-
hélices interrumpidas asociadas a fibrillas (FACIT, por sus siglas en ingles).
Estas son moléculas que presentan mas de un dominio con triple hélice, con
repeticion de la secuencia tipica —Gli-X-Y-, caracteristica de los dominios
colagénicos, separado por segmentos que no son helicoidales algunas de sus
caracteristicas son: carencia de procesamiento proteolitico, que si ocurre con
las colagenas fibrilares, no son secretadas como precursores y generalmente
se asocian con las coldgenas fibrilares. Los representativos de este grupo, son
los tipos IX, XIl'y XIV Shaw y Olsen, 1991, Kielty et al., 1993).

La regulacion génica de la colena se lleva a cabo, como en otras proteinas, por
una region promotora localizada en la posicion 5° inmediatamente después del
sitio de inicio de la transcripcion. En la region del promotor se une la enzima
ARN polimerasa Il, cuya funcién en la transcripcién de los genes gue codifican
para las proteinas. Ademas, se presentan secuencias importantes para la
transcripcion llamadas incrementadores, que se pueden ubicar hacia la region
5" de los promotores, mas alla del extremo 3" de los genes o en el primer
intron. Ambos elementos, el promotor y el incrementador, contienen sitios de
unidn a proteinas que son especificamente reconocidos por los factores de la
transcripcion celular lo cual lleva a que una interaccion compleja de los factores
de la transcripcion al incrementador y al promotor, resulte en la regulacion de la
actividad transcripcional. Por otro lado, existen elementos cis que afectan
positiva 0 negativamente la transcripcion cuye localizacion ha sido identificada
en la region ascendente del gen, asi como en el primer intron de varios de los
genes que codifican para la colagena. La regulacion de la transcripcion de los
genes que regulan a la colagena no se lleva a cabo solamente a nivel de los
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elementos cis o los factores de unién al ADN, trans, sino también por el estado
en la estructura de la cromatina y la metilacion de los genes.

En cuanto a la regulacion bioquimica, existen moduladores fisioldgicos
importantes para a la sintesis y degradacion de la colagena, estos incluyen a
hormonas, tales como los corticoides, varias citocinas (Varga y Jiménez, 1995)
y otros componentes de la MEC. Una de estas citocinas TGF-B, es amplia
entre las diferentes especies y va desde la osca de la fruta hasta el humano,
ademas de caracterizarse por mostrar una conservacion evolutiva
inusualmente estricta.

El TGF-B es una glicoprotea dimérica de 25 kD, con dos subunidades
idénticas o diferentes, segun la isoforma de TGF- que se 1,823, en
mamiferos, el tipo 4 que se encuentra en el pollo y el 5 en el sapo. Ambas
cadenas se encuentran unidas por puentes disulfuro (Massagué, 1990, Alvaro-
Gracia, 1992) y el factor se secreta como una molécula latente que se activa
por escision del propéptido precursor. Su sintesis se ha descrito en una gran
variedad de células como los linfocitos T y los B, los macréfagos los
fibroblastos, las plaquetas, las células tumorales y se ha encontrado también
en organos como el rifidon, la placenta y el hueso. El TGF-B es un mibgeno
indirecto para los fibroblastos ya que actua induciendo la sintesis del receptor a
del factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF).

Existen reportes donde se describe que en los fibroblastos adultos el TGF- no
incrementa la sintesis del receptor mencionado, a diferencia de los fibroblastos
derivados de pacientes con esclerodermia, una enfermedad autoinmune
caracterizada por presentar un depdésito excesivo de proteinas del tejido
conjuntivo y un incremento en la proliferacion celular. Sin embargo, en
fibroblastos derivados del prepucio de nifios el factor disminuye la expresiéon de
los receptores a del PDGF (Postlethwaite, 1993). Aderis el TGF -B induce la
expresion e incorporacién de las colagenas tipo | y Il en la MEC, donde el
incremento es hasta diez veces mayor que los niveles basales y la regulacion
se presenta a través del factor nuclear-1 (NF-1), localizado en la regién del
promotor de estas colagenas (Mauch et al., 1993). Los efectos mencionados se
corroboraron por la adicion de anticuerpos neutralizantes contra el TGF-1 y 2
en un modelo murino de cicatrizacion cutanea, en donde el infiltrado
inflamatorio, asi como el depdsito de colagena entre otras proteinas de la MEC,
disminuye por la accion bloqueadora de los anticuerpos (Schat et al., 1994).
Por su parte, durante la cicatrizacion dérmica, las colagenas tipo | y Il se
expresan en mayor proporcion que lo normal, particularmente la tipo Il que
disminuye con el tiempo para alcanzar casi los niveles normales. Asi, los ARN
mensajeros (ARNm) que codifican para las cadenas proai(l) y la proai(lll),
sean colocalizado con el ARNm para el TGF-B1, especialmente en @ulas
fibroblastoides derivadas de patologias fibrosantes dérmicas como la cicatriz
hipertréfica, ademas, las células endoteliales adyacentes a las mononucleares,
también expresan TGF-B1, lo cual sugiere una radacientr e las células
productoras del factor y las responsables de la sobre expresion de la colagena,
probablemente a través de una regulacion autdcrina y paracrina (Zhang et
al.,1995). Por otra parte se sabe que el TGF-B1 también es un inductor potente
de la expresiéon de la procolagena tipo | en los preadipocitos, mientras que en
los adipocitos diferenciados, la expresion del ARNm transcrito para la
procolagena tipo | es mucho menor (Rizzind, 1994), lo que hace considerar su
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participacion en el proceso de cicatrizacion cuando el dafio alcanza la
hipodermis.

Otro factor fibrogénico es el PDGF, que es una proteina basica de 30 kD,
aislada inicialmente de los granulos a de las plaquetas, consta de subunidades
Ay B, las cuales estan unidas por puentes disulfuro para formar un dimero. El
PDGF existe en 3 isoformas diméricas: heterodimero AB y dos homodimeros,
AA y BB, todos son actividades biologicas, que los monémeros no tienen. El
PDGF se secreta por una variedad de células musculares, las endoteliales, y
los macréfagos activados, lo cual sugiere que participa en el control de la
produccion de los componentes del tejido conjuntivo durante la cicatrizacion.

El PDGF AB solamente tiene efectos marginales en la sintesis de la colagena
por fibroblastos humanos de pulmén (Kovacs, 1991), ya que la mayoria de sus
efectos se refiere a la capacidad que tiene para inducir la proliferacion de los
fibroblastos y a su participacion junto con el TGF-B en la sintesis y el depdésito
de la colagena.

La interleucina 1 (IL-1) por su parte, se identifico inicialmente como un producto
macrofagico con actividad mitogénica tanto en los linfocitos como en los
timocitos y como pirégeno enddgeno. Existen dos isoformas de esta citocina, la
IL-1a y la B, ambas con un peso molecular de 17 kD en su forma extracelular
activa y derivan de un precursor de 31 kD sin actividad biolégica. Aunque la
homologia de ambas isoformas es solo el 26% en una secuencia de
aminoacidos, las dos manifiestan las mismas actividades fisiol6gicas y se unen
al mismo receptor, aparentemente con la misma afinidad. La principal fuente de
IL-1 son los monocitos y macréfagos, aunque otras células dendriticas, las de
Langerhans, las células B y las T, las endoteliales, las mesangiales, las
epiteliales, los astrocitos, las células de la microglia, los fibroblastos y los
neutréfilos (Alvaro-Gracia, 1992).

En cuanto a la relacion de la IL-1 con la sintesis de la coldgena, tanto la IL-1a
como la B estimulan la sintesis de la procolagena tipo | y de sus mensajeros en
fibroblastos humanos, lo cual sugiere un mecanismo pretraduccial para este
efecto. Ademas, la accion es practicamente especifica para la colagena, ya que
no incrementa la sintesis de las proteinas totales en mas de un 20% vy la
degradacion intracelular de la colagena recién sintetizada no se altera por
efecto de la IL-1. Todo ello parece ser independiente de la prostaglandina E;
(PGE>), ya que es sabe que esta prostaglandina se induce por la IL-1ay B, y
que tiene la capacidad de suprimir el crecimiento de los fibroblastos y la
produccion de la colagena (Postlethwaite et al., 1998). Empero los efectos
observados por la accién de la IL-1 son ambiguos, ya que otros autores han
demostrado que la IL-1B no estimula lairgesis de la colagena y que los
resultados obtenidos sobre la proteina se pueden deber al efecto que tiene la
estimulacién o inhibicion de la sintesis de la colagenasa y estromelisinas
(Kovacs, 1991). Lo anterior parece estar influenciado, al menos in vitro, por la
concentracion de la citocina, como se muestra en el trabajo de Diegelmann
(Diegelmann et a., 1990, Kovacs y DiPrieto, 1994). También existen reportes
donde se menciona que la IL-1 ademas de estimular la proliferacion de las
células endoteliales y liberar la actividad de los procoagulantes, incrementa la
produccion de la colagena tipo IV por las células epidérmicas (Oppenheim et
al., 1986), lo cual se puede relacionar con algunas alteraciones de la piel o bien
con el proceso de reepitelizacion.
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El factor de necrosis tumoral a (TNF-a) se sintetiza como un precursor
intracelular de 26 kD, que posteriormente se modifica a la forma extracelular
activa de 17 kD. Es uno de los productos de secrecion de los macrofagos
activados y también los sintetizan otras células como los linfocitos, las células
“asesinas naturales” (NK) y los mastocitos; actualmente se le reconoce mas por
su actividad proinflamatoria que por sus efectos antitumorales. Este factor
comparte casi todas las acciones de la IL-1, salvo la de activacion linfositaria y
es junto con esta, el paradigma de la citocina proinflamatoria de tal forma que a
menudo ambas actian en forma sinergética (Alvaro- Gracia, 1992); donde
algunos reportes indican que estimulan la sintesis de la coldgena, mientras que
otros que la suprime.

Ademas de las citocinas mencionadas, de las cuales se sabe mas de su
actividad sobre la sintesis de la colagena, existen otros factores cuya
participacion es poco clara. La interleucina 4 (IL-4) por ejemplo, es una
glicoproteina producida por las células T con actividades pleiotrépicas en varios
tipos celulares, se deriva de un precursor de 153 aminoacidos para quedar
como una molécula activa de 129. Si bien la mayoria de sus actividades
estudiadas son sobre las células de la respuesta inmune, como las células B,
también se ha reportado que induce a los fibroblastos dérmicos a secretar
colagena (Banchereau et al., 1994).

En contraste al efecto estimulador de la mayoria de las citocinas, los
interferones (IFN), que son wuna familia heterogénea de citocinas
multifuncionales, cuya primera demostracion de actividad biologica fue la
induccion de resistencia celular de infeccion viral, se presentan dos familias
muy diferentes entre si, la superfamilia del IFN-a/B, producidos principalmente
por los leucocitos, y la segunda familia que consiste en un solo gen que
codifica para una proteina denominada IFN-y, producida por los linfocitos T
(Vilcek, 1990). EI IFN-y suprime la produccion de la coldgena en los
fibroblastos a nivel transcripcional, al apagar el gen que codifica para la
colagena, pero no el de la fibronectina (Kovacs y DiPietro, 1994). También se
ha demostrado en estudios in vitro que el IFN-y regula de manera irregular a la
coladgena tipo VI, es decir, algo similar a lo que ocurre durante el proceso de la
cicatrizacion, ya que las células tratadas con el factor regulas negativamente la
sintesis del ARNm para la cademd (VI) de la égena el (V1) se
sobreexpresa (Oono et al; 1993).

Otra citocina a la cual hace algunos afios se le atribuian solamente funciones
inmunoldgicas, es la interleucina 10 (IL-10). Esta es un polipéptido de 18.5 kD,
el cual fue originalmente caracterizado como una citocina secretada por clonas
de células Th2 activadas; y actualmente se saben que en los humanos la
sintetizan los linfocitos T y los macrofagos, mientras que en el raton también la
producen las diferentes subclases de células T, como son las ThO, las Thly las
Th2. La IL-10 inhiben la sintesis de varias citocinas en los linfocitos T y los
macrofagos activados, particularmente, suprime la produccion de la IL-2 y el
INF-y, la IL-1a y la B, la IL-6, la IL-8, el TNF-a, el factor estimulador de las
colonias de los granulocitos (G-CSF) y el de los granulocitos y monocitos (GM-
CSF). En los fibroblastos dérmicos humanos, esta citocina inhibe la expresion
de la colagena tipo | a nivel transcripcional, donde la regulacion sobre la
expresion geénica se puede deber a los efectos directos de esta sobre algunos
elementos de respuesta, como son los factores de transcripcion AP-2, el NF-1y
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el NF-kB o a su influencia sobre otras citocinas, que a su vez regulen la sintesis
de la colagena (Reitamo et al, 1994).

LA FIBRONECTINA.

La fibronectina es una glicoproteina extracelular que se presenta en dos
formas: una soluble, en los fluidos corporales, particularmente en el plasma y
otra insoluble en la MEC. Esta proteina juega un papel muy importante en los
procesos fisioldgicos, tales como la embriogénesis, la hemostasia, la
cicatrizacion, la fibrosis y la trombosis, y es secretada por una amplia variedad
de tipos celulares. La fibronectina presenta modificaciones postraduccionales y
puede ser glicosilada, fosforilada o sulfatada. Aunque la fibronectina no
glicosilada presenta muchas de las actividades de la proteina nativa, es mas
sensible a las proteasas, de tal forma que son los carbohidratos los que le
confieren la estabilidad contra la protedlisis. Mas aun, la presencia de estos
pueden modular la union a la colagena y alterar ligeramente su interaccion con
las células (Yamada, 1991).

La fibronectina se secreta como un dimero, con un peso molecular para cada
monomero de aproximadamente 220 a 225 kD; los monomeros estan unidos
por dos puentes disulfuro cercanos al extremo carboxilo de la proteina. Como
muchas de las otras proteinas de la matriz, incluyendo a la laminina, la
tenascina, y la trombospondina; la fibronectina es una proteina mosaico es
decir estd compuesta por unidades modulares, que frecuentemente
corresponden a la estructura del exdén del gen. Se encuentra formada
basicamente por tres tipos de modulos conocidos como Fnl, Fn2 y Fn3. Esos
modulos estan organizados en dominios funcionales resistentes a la protedlisis
y contienen sitios de union a otras de las proteinas de la MEC, como la
coldgena y la trombospondina, a los receptores de la superficie celular, a
proteinas circulantes de la sangre, como la fibrina y también se unen a GAGS,
del tipo de la heparina y al sulfato de condroitin. Ademas, existen varias
isoformas de la fibronectina derivadas de los empalmes alternaivos que se
presentan en dos regiones del gen.

La estructura terciaria de los médulos de la fibronectina aun se desconoce, sin
embargo se sabe que cada uno tiene una estructura consenso, es decir,
secuencias particulares que se repiten de manera caracteristica. Los mddulos
Fnl se encuentran en los extremos de la proteina, el del extremo carboxilo
contiene los sitios de unién a la fibrina, y el del amino a la colagena. Cada
modulo consta de 45 aminoacidos aproximadamente y entre ellos se
encuentran cuatro residuos de cisteina, los cuales forman dos puentes disulfuro
entre si, mientras que la estructura terciaria del médulo se estabiliza por medio
de interacciones hidrofobicas. Los médulos Fn2, son los menos abundantes y
se encuentran después de los Fnl de la regién amino, en la region de union a
la colagena cada uno de estos se compone por 60 aminoacidos
aproximadamente, los moédulos Fn3 no contienen puentes disulfuro estan
formados por 90 aminoacidos aproximadamente y cada unidad de la
fibronectina contiene entre 15 y 17 modulos de este tipo dependiendo de la
isoforma de fibronectina que se trate. Estos mddulos son particularmente
importantes dado que se presentan en diferentes proteinas de varias especies,
ademas en ellos se encuentran regiones especificas de unién a otras proteinas
y particularmente un triplete de aminoacidos caracteristico, la secuencia —
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arginina-glicina-aspartico-, también conocida como el péptido RGD. Esta
secuencia es un sitio de unién caracteristico de los receptores celulares del tipo
de las integrinas (Potts y Campbell, 1994, Yamada, 1991).

La regulacion de la fibronectina se modifica mediante procesos que implica la
modificacion de los tejidos, tales como la organogénesis, la inflamacion, la
reparacion, etc, Por ello, se han realizado estudios para conocer la modulacién
de su sintesis, bien sea, por su interaccién con otros componentes de la matriz
o por medio de estimulos celulares como las citocinas. Asi, se sabe que la IL-1
(Wong y Wahl, 1990) y el TGF-B, incrementan la expresion de la fibronectina en
varios tipos celulares tantos derivados del mesénquima, como epiteliales, sean
normales o transformados (Massague, 1990). Estos trabajos fueron realizados
en fibroblastos dérmicos humanos, donde dicha regulacion se lleva a nivel
transcripcional, al incrementar la estabilidad de los mensajeros que codifican
para la proteina siendo este proceso independiente de la proliferacién celular
(Varga et al, 1987, Raghow et al, 1987). AUn mas, en trabajos realizados en
Queratinocitos humanos se observo que el TGF-B induce un inremento en los
niveles basales del ARNm que codifica para la fibronectina (Salo et al, 1991,
Roark y Greer, 1994). Ademas se sabe que la produccién de la fibronectina en
varias células, como los fibroblastos del embrion de raton y las células
epiteliales de la rata, se incrementa a través de mecanismos transcripcionales
por influencia del EGF (Asem y Novero, 1994).

LA TENASCINA

La tenascina es una glicoproteina oligomérica muy similar a la fibronectina en
algunas regiones de sus subunidades, tiene un tamafio poco comun, ya que es
muy grande en comparacion con otras proteinas de la MEC; aproximadamente
1000 kD y esta formada por 6 subunidades similares, unidas por puentes
disulfuro intercadenas. Los pesos moleculares de las tres subunidades de la
tenascina del pollo se han calculado en 200, 180 y 170 kD. Mas de la mitad de
la proteina est4 compuesta por médulos Fn3 de la fibronectina. Las regiones de
la tenascina que no son homoélogas con la fibronectina, son similares en la
parte carboxilo de la molécula con la regién globular delp - y y- fibrinégeno. En
la regién amino terminal, los modulos Fn3 estan unidos con trece y media
repeticiones de dominios del tipo EGF, ésos dominios forman fibras largas que
se derivan del sitio donde se unes todas las subunidades, y se ha propuesto
que la region de unidn esta formada por una hélice superenrollada de tres
subunidades y de una region hidrofébica unida por puentes disulfuro
posteriormente se unen dos trimeros en el dominio central globular en donde
las 6 subunidades contribuyen a la estabilidad de la proteina.

La tenascina fue descubierta como un oligdbmero hexarnérico al cual se
denomind hexabraquién. El hallazgo se dio por el grupo de Ericsson y el de
Iglesias de manera independiente, ellos la detectaron junto con la molécula
dimérica de la fibronectina.

En contraste con la fibronectina, la tenascina no se encuentra en el suero, sino
gue se expresa de manera transitoria durante la embriogénesis, en el
mesénquima denso que rodea a los 6rganos en desarrollo tales como las
glandulas mamarias, los dientes o el rifion; también esta presente en el
cartilago embrionario y en el hueso. En los adulos, la tenascina se localiza en
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el pericondrio y el periostio, los ligamentos, los tendones y las uniones
miotendinosas. Por su parte, el muasculo liso también contiene tenascina
mientras que el drgano como el corazon, el musculo esquelético o los 6rganos
epiteliales la contienen en cantidades muy bajas o nulas. La tenascina se
manifiesta temporalmente durante la cicatrizacion y es una de las pocas
moléculas de la matriz que se han encontrado en el sistema nervioso central y
como el principal componente de la MEC en el sistema nervioso periférico.

De las funciones sugeridas de la tenascina, la Unica que no es discutible es su
interaccion con los proteoglicanos ya que las demas son controversiales, lo que
se debe a algunas funciones ambiguas de la molécula ya que es capaz de
mediar la adhesién e inhibir las interacciones celulares, es decir, tiene
propiedades anti adhesivas que la hacen opuesta en funcién a la fibronectina
con quien, como se menciono, tiene gran similitud (Yamada, 1991, Cihiquet-
Ehrismann, 1990).

La regulacion de la expresion de la tenascina presenta un patron dinamico,
dada su modulacién durante los procesos normales del desarrollo y los
reparativos. En principio, su expresion estd asociada a tipos celulares
especificos, dado que en general no la sintetizan las células epiteliales,
mientras que si lo hacen los fibroblastos. Asi, su regulacion se ha visto
modificada por componentes séricos donde que se sabe que el TGF- es uno
de los participantes (Cihiquet-Ehrismann, 1990). Sin embargo, existen otras
citocinas que también participan en la modulacion de la expresion de la
tenascina incluso en mayor grado que el mismo TGF-B. Esta modulacon se
supone que ocurre a traves de los elementos reguladores cis localizados en los
extremos del gen que codifica para la tenascina del pollo, que incluyen a las
secuencias que confieren la respuesta a los factores solubles y de
diferenciacion de tal forma que esos elementos génicos pueden mantener una
regulacion especifica en algunos tipos celulares. ElI FGF basico (bFGF), que es
un polipéptido cationico con peso moléculas de 17 a 18 kD, el FGF acido
(aFGF) que es otra especie del mismo factor con un peso molecular muy
cercano al anterior, 16 a 17 kD y la otra isoforma del bFGF la de 22 a 25 kD
(Klagsbrun y Folkman, 1990) son los inductores mas potentes, al incrementar
mas de cien veces la sintesis de la proteina lo que se debe a la unién de estos
factores con una serie de receptores comunes. En ese estudio se demostro
qgue la expresiéon de la tenascina inducida por el FGF en las células derivadas
de los tumores neuroectodérmicos es independiente de los cambios en la
proliferacion celular la sintesis de las proteinas totales o de la produccién de
otras proteinas de la MEC (Retting et al, 1994).

Por otro lado, se han identificado lineas de fibroblastos con sintesis diferencial
de tenascina, asi como se encuentran, incluso en el mismo donador,
fibroblastos con producciéon baja, media y alta de tenascina. Con base en lo
anterior ha sido posible llevar a cabo la evaluacion de otras citocinas sobre la
produccion de la proteina, donde se demostré que el PDGF-BB, el TNF-q, la IL-
1ay B, y la IL-4 son inductores muy potentes; aunque el efecto observado con
el PDGF-BB en los fibroblastos de produccion intermedia de tenascina, fue el
mayor. Finalmente, los efectos del TGF- sobre la expresion de la tenascina
pueden ser mas complejos de lo que se pensd en un principio, ya que en los
fibroblastos humanos el factor puede aumentar o disminuir la expresion de la
proteina, dependiendo de la linea de fibroblastos usada y de la presencia de
otros factores presentes en el sistema de cultivo (Retting et al, 1994).
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LOS GLICOSAMINOGLICANOS Y LOS PROTEOGLICANOS

Como se menciond, los proteoglicanos son macromoléculas compuestas por
cadenas de GAGs unidas covalentemente a una proteina nucleo. Los
componentes de los GAGs estan formados por hexosamina, D-glucosamina o
D-galactosamina, y unidades del acido hexuronico, como el acido D-
glucurénico o el L-idurénico, o la galactosa en el sulfato de Queratan. Estas
unidades de carbohidrato estan arregladas de manera alternada en la
secuencia ramificada, en donde algunos GAGs contienen sustituyentes
sulfatados en varias posiciones. Los GAGs mas comunes que es encuentran
en los proteoglicanos y que contienen galactosaminoglicanos, son el sulfato de
condroitin y el sulfato de dermatan, mientras que entre los glicosaminoglicanos
se encuentran el sulfato de heparan, la heparina y el sulfato de Queratan. El
Hialuronato, es otro GAGs pero que se presenta en forma libre, es decir, no se
encuentra en los proteoglicanos. El sulfato de dermatan, el de heparan y la
heparina contienen unidades del acido glucurénico e idurénico, mientras que el
sulfato de condroitin solamente contiene al acido glucurénico como el Unico
constituyente del &cido hexuronico. De esta manera, el numero de
sustituyentes GAGs por cadena en la proteina nucleo, generalmente unidos a
los residuos de la serina, puede variar entre uno y mas de cien, lo que genera
una gran variabilidad en el tamafo, antigenicidad y funcion de los
proteoglicanos.

Por su parte, las proteinas nucleo de los proteoglicanos pertenecen a una
familia de proteinas que esta conformada de la siguiente manera: a) los
proteoglicanos del sulfato de condroitin, que son grandes moléculas
extracelulares y tienen capacidad para interaccionar especificamente con el
Hialuronato. A esta familia pertenecen el Agrecano, que se encuentra en el
cartilago y el Versicano, producido por los fibroblastos; b) Los proteoglicanos
con proteinas nucleo pequefias y homoélogas, que estan sustituidas con una o
dos cadenas de GAGs. Esta familia incluye a la decorina, el Biglicano y la
fiboromodulina; c) Los proteoglicanos del sulfato de heparan de la membrana
basal tienen un alto peso molecular y son sintetizados por algunas células
tumorales; d) Los proteoglicanos de la superficie celular intercalados con la
membrana, son moléculas hibridas que contienen tanto al sulfato de condroitin,
como al de heparan, en este grupo se encuentra el sindecano. Y finalmente, el
grupo e) al que pertenecen las serglicinas, que son proteoglicanos
intracelulares de alto peso molecular. Estos tienen proteinas nucleo con
secuencias distribuidas con residuos alternados de serina y glicina que
ademas, estan fuertemente combinados con cadenas de sulfato de condroitin
y/o heparina.

Los proteoglicanos estan distribuidos ampliamente en los tejidos animales y
parece que son sintetizados por todos los tipos celulares. Su participacion es
diversa y va desde funciones mecanicas, que son esenciales en el
mantenimiento de la integridad estructural de varios tejidos conjuntivos, hasta
los efectos de algunos procesos mas dinamicos, como son la movilidad celular,
la diferenciacion y la morfogénesis (Kjellén y Lindahl, 1991).

La regulacién en la produccién de los proteoglicanos es particularmente
modulada a dos niveles, en la sintesis de la proteina nucleo y en la sintesis de
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los GAGs; y como los otros componentes de la MEC, este proceso también se
modifica por el efecto de las citocinas. Asi, el TGF-B es una vez nas, uno de
los factores que tiene influencia en el aumento de la expresion de los
proteoglicanos, donde también se puede modular su catabolismo (Morales y
Roberts, 1988). El TGF-B1 y el TGF-B2 regulan la produccion del Biglicano y la
decorina, no solamente al incrementar la sintesis de la proteina ndcleo, sino
como un aumento del tamafio

FIBROQUEL

El fiboroquel tiene numerosas indicaciones y aplicaciones entre las que se
encuentran: pérdidas cutaneas, Ulceras, quemaduras de 2° y 3er grado, areas
donadoras de injertos, heridas, raspones y abrasiones asi como en los sitios de
sutura, debido a sus propiedades hemostaticas y cicatrizantes. Se utiliza
también en la prevencion de la recidiva de la cicatriz hipertrofica y queloide
posterior a la reseccion, debido a sus efectos antifibréticos; asi como en el
tratamiento de cicatrices hipertroficas y queloides y fibrosis localizadas por su
participacion en la eliminacion del exceso de colagena depositada y la
remodelacion del tejido conjuntivo relacionado.

Dentro de su farmacocinética se puede establecer que la colagena
administrada por via intramuscular, cutanea o subcutanea se metaboliza de la
misma manera que la colagena endégena, degradandose en el espacio
extracelular principalmente por medio de las colagenasas intersticiales, y los
péptidos de degradacion generados son rapidamente metabolizados por las
enzimas gelatinasas y por otras enzimas inespecificas. Dada la fuente de
obtencion de la colagena empleada en fibroquel y su antigenicidad
caracteristicamente baja, se considera un material practicamente inocuo,
excepto en pacientes que manifiesten hipersensibilidad a ella. Por su parte, la
polivinilpirrolidona es un polimero inerte practicamente no metabolizable que se
excreta principalmente por via urinaria (95%) en un periodo menor a 24 h.6
Dentro de la farmacodinamia encontramos que los datos generados de los
estudios in-vitro sugieren que fibroquel actia a nivel de fibroblastos y
macrofagos modulando el metabolismo de la colagena, de tal forma que dicha
regulacion participa en los procesos reparativos con una mejor calidad y tiempo
de la respuesta en la cicatrizacién. Por su parte, los estudios in vivo han
mostrado que Fibroquel® modula el proceso inflamatorio crénico de la fibrosis
al disminuir factores proinflamatorios como el factor de crecimiento derivado de
las plaquetas (PDGF), el factor de necrosis tumoral, (TNF-a), la interleucina
1(IL-1), asi como moléculas de adhesion celular que favorecen la diapédesis
leucocitaria, como son la molécula de adhesion de los leucocitos al endotelio
(ELAM-1) y la molécula de adhesion celular vascular (VCAM-1), hasta alcanzar
niveles semejantes a los normales, lo que favorece el recambio de los
componentes del tejido conjuntivo, con la consecuente eliminacién del exceso
de proteinas fibrosas. Al ponerse en contacto con los tejidos, fibroquel crea una
capa protectora sobre areas cruentas, siendo hemostatico e inductor de la
cicatrizacion favorece una rapida epitelizacion. Si se coloca intralesional en el
sitio de la sutura provoca hemostasia y una rapida epitelizacion. Puede
aplicarse internamente en areas de sangrado en capa donde efectia una
hemostasia adecuada.
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Cuando se aplica en regiones fibrosas, el fibroquel disminuye la fibrosis y
normalizando la zona previamente dafada.

Tal es el caso de las cicatrices hipertroficas y queloides, en donde se ha
demostrado su participacion en el control del proceso inflamatorio crénico
asociado a la patologia, lo que conlleva a la remodelacién de la zona afectada
para su posterior “normalizacion”; esto implica la eliminacion de signos y
sintomas patognomaénicos de estos padecimientos. Utilizado postreseccion de
la cicatriz queloide impide la recidiva de la misma.”®? En algunos tipos de
fibrosis internas, como las que se presentan en el tendon de Aquiles asociadas
a las contracturas, fibroquel reduce la fibrosis y permite la movilidad de la
articulacion, ademas de favorecer a la elasticidad del tenddn. Por todo lo
anterior es que se utiliza también en zonas donde se requiera la aceleracion del
proceso cicatrizal. En numerosos estudios se ha encontrado que el fibroquel no
produce reacciones antigénicas, debido a la gran homologia que existe entre la
colagena porcinatipo | y la colagena humana;'® debido a esto es un inductor
farmacoldgico seguro que puede ser usado en humanos y su uso ha sido
aprobado por la FDA. También se encontré que no es un farmaco genotéxico y
no induce a reacciones de hipersensibilidad localizada, fibroproliferacion,
linfoproliferacion o anticuerpos humanos colagena antiporcina o anticuerpos
anticolagena- polivinilpirrolidona.*?

El fibroquel no tiene efectos sobre la proliferacion ni la actividad metabolica de
los fibroblastos; es decir, que el compuesto no tiene efectos mitogénicos, lo
cual es fundamental para asegurarnos que durante su uso en humanos no
conlleve a un fenémeno de hiperplasia indeseable, y por otro lado,
encontramos que no tiene efectos deletéreos sobre el metabolismo celular,
permitiendo que las células se mantengan viables y en condiciones 6ptimas en
el cultivo.

Este biofarmaco ha mostrado tener un efecto positivo sobre la reparacion de
heridas y la consolidacidén Gsea a través de la induccién de macromoléculas de
matriz extracelular. También modula el recambio de la MEC, particularmente la
colagena tipo | y lll, disminuye la expresion de interleucina 1(IL-1), factor de
necrosis tumoral (TNF-J), factor de crecimiento derivado de las plaquetas
(PDGF) y molécula de adhesion celular vascular 1 (VCAM-1).° Esto es benéfico
en zonas donde existe un proceso inflamatorio, ya que de esta manera se
disminuyen las citocinas involucradas en este proceso, dando como resultados
un proceso cicatrizal mas rapido. Esta caracteristica que presenta el
biofarmaco es de utilidad en procedimientos donde existe un dafio a los tejidos
y la respuesta de éstos es desencadenar un proceso inflamatorio.

La farmacocinética de la colagena administrada por via intramuscular, cutanea
0 subcutanea, se metaboliza de la misma manera que la colagena enddgena,
degradandose en el espacio extracelular principalmente por la enzima
colagenasa: los péptidos de degradacion generados son rapidamente
metabolizados por las enzimas gelatinasas y posteriormente por otras enzimas
inespecificas dando subproductos oligopéptidos y aminoéacidos libres, por su
antigenicidad baja, se considera inmunolégicamente inocuo, por su parte la
polivinilpirrolidona es un polimero inerte no metabolizable que se excreta por la
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via urinaria en un 95% en las primeras 24 h. La farmacodinamia de la colagena
en estudios in vitro sugiere que actua al nivel de los fibroblastos y los
macrofagos modulando el metabolismo de la colagena, de tal forma que dicha
regulacion participa en los procesos reparativos con una mejor calidad,
eliminando el exceso de proteinas del tejido conjuntivo y cuando se coloca
intralesional favorece la remodelacién del tejido dafiado. 4%

En un estudio en cicatriz hipertrofica, piel normal y cicatriz hipertrofica tratada
con colagena-polivinilpirrolidona se evaluaron la expresion de moléculas de
adhesion (E-selectina y molécula de adhesion vascular) y citoquinas
fibrogénicas (IL-1. TNF-a, TGF-B), observandose una disminucion de las
citoquinas fibrogénicas en las tratadas con colagena-polivinilpirrolidona, por lo
gue se sugiere que esta modula el metabolismo de matriz extracelular que esta
dado principalmente por la colagena %y mejora en algunas enfermedades el
procesos inflamatorio crénico ?° , modulando la expresién de citocinas
proinflamatorias , asi como también se ha propuesto en otros trabajos que no
es un farmaco genotdxico y no induce a reacciones de hipersensibilidad
localizada, fibroproliferacion, linfoproliferacion o anticuerpos humanos
colagena antiporcina o anticuerpos anticolagena-polivinilpirrolidona.*?

En cuanto la toxicidad de colagena-polivinilpirrolidona, no existen reportes de
que la aplicacion de sus componentes o €l mismo, induzca algun efecto
adverso. Sin embargo se han efectuado en algunos de los pacientes tratados,
pruebas de funcionamiento hepatico y niveles celulares en sangre sin observar
ninguna alteracion °.

Para la localizacion de moléculas proteicas, receptores o todo aquello
susceptible de ser antigeno en secciones de tejido se utiliza la
inmunohistoquimica (IHQ), definida como la identificacién de un constituyente
de tejido in situ por medio de reaccion antigeno anticuerpo, etiquetado por una
marca microscopicamente visible *®, en otras palabras, mediante el uso de
anticuerpos especificos previamente marcados mediante un enlace quimico, se
puede transformar un sustrato en visible ya sea por tincién fluorescente,
enzimas, elementos radioactivos u oro coloidal *°. La localizacién de receptores
u otros antigenos ofrece una mayor resolucién anatomica a aquella que se
logra con la autoradiografia, permite la determinacion de los sitios tanto de la
sintesis del receptor y la locacién final de los mismos en los tejidos *°. Se
prefiere en esta técnica el protocolo enzimatico al de inmunofluorescencia ya
gue ésta Ultima presenta desventajas como: los titulos de un laboratorio
generalmente no son compatibles con los de otro laboratorio de la misma
condicion cientifica, factores inherentes a la interpretacién del observador, las
condiciones de la luz ultravioleta, los antigenos empleados, etc. *°.
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La sensibilidad y especificidad en las técnicas enzimaticas de IHQ
generalmente se reporta como satisfactoria, sin embargo, esta condicionada
por los siguientes factores: la concentracion del anticuerpo primario que se
utilice, el uso de anticuerpos policlonales y monoclonales (siendo estos ultimos
mas dificiles de conseguir pero preferibles a utilizar en la medida de lo posible),
el uso de diluciones altas para el antisuero (>1:1500); durante el procedimiento:
los tiempos de incubacion y la temperatura de la misma, los procedimientos de
recuperacion de antigenos (desenmascaramiento), que deben optimizarse.
Ademas de que las condiciones esenciales para la localizacién precisa del
antigeno estén presentes: preservacion del tejido y antigeno y un marcador
eficiente (por ejemplo peroxidasa para el tipo enzimatico) .
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Nada nos engafia tanto como nuestro propio juicio.
Leonardo Da Vinci.

Justificacién

Aungque se sabe mucho sobre la progresion histolégica de esta enfermedad,
poco se sabe sobre sus bases moleculares.

Ademas, existe en la actualidad un cierto debate sobre si la enfermedad se
produce como resultado de una patologia inflamatoria que conlleva a un estado
de hipoxia y desarrolla finalmente fibrosis en las zonas adyacentes al tanel del
carpo, la angiogénesis parece tener lugar como parte de la regeneracion,
reaccion que da lugar a fibrosis.

Los factores de transcripcion HIF inducen la expresion de genes de respuesta
al estrés hipoxico, incluyendo factores de crecimiento angiogénicos como VEG
promoviendo la mitosis de las células endoteliales, la expresion de ICAM-1,
VCAM-1 favoreciendo la adhesion de linfocitos, monocitos, macréfagos y
células “naturales asesinas” (NK) a las células endoteliales.

Se ha demostrado que el VEGF juega un papel central
en la  expansion de la membrana  sinovial v, en los
modelos animales con procesos inflamatorios crénicos.

No se encuentra suficiente informacion si algun farmaco modifica la evolucion
de la enfermedad en cuanto a la modificacion de la matriz extracelular y si la
aplicacion del farmaco modifica 0 no la expresion de factores inducibles de
hipoxia.

En la actualidad no se encuentra informacion que justifique la aplicacion de
colagenoy PVP en procesos fibrosantes ligamentarios.

Planteamiento del problema

Existen diversas teorias que tr de explicar el desarrollo de sindrome de tunel
del carpo, una de las teorias es que se produce a causa de una presion
anormalmente aumentada que conduce a obstruccion del flujo venoso, edema,
hipoxia y por ultimo isquemia del nervio, poco se sabe y se ha estudiado
sobre estos mecanismos.

Existen diversos tratamientos, el tratamiento rehabilitatorio mejora un 40% la
sintomatologia pero reincide y se deteriora la funcionalidad.

Existe un biofarmaco (coldgeno y polivinilpirrolidona [Fibroquel ]) que ha
mostrado tener efecto en el recambio de la MEC, particularmente la colagena
tipo I y lll, disminuye la expresién de interleucina 1(IL-1), factor de necrosis
tumoral (TNF-a), factor de crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF) y
molécula de adhesién celular vascular 1 (VCAM-1) ,esta caracteristica que
presenta el biofarmaco es de utilidad en procedimientos donde existe un dafio
a los tejidos e inflamacién crénica que conlleva a la fibrosis de la regién , sin
embargo no existe evidencia cientifica que justifique el uso de este biofarmaco
en el ligamento transverso del carpo .

51




INSTITUTO POLITECNICO NACIONAL
ESCUELA SUPERIOR DE MEDICINA

Pregunta de Investigacion

Cuél es la expresion del factor inducible de hipoxia HIF-1la, y VEGF en el
ligamento transverso?

Cuél es la modificacién de HIF 1 o y VEGF que se presenta en el ligamento
transverso del carpo posterior a la aplicacion de colageno y polivinilpirrolidona
(in vitro) a diferentes dosis?

Hipotesis:

En el ligamento transverso del carpo se expresan factores inducibles de
hipoxia y moléculas profibrogenicas, responsables del desarrollo del sindrome
del tanel del carpo.

El uso de colageno y polivinilpirrolidona modifica el patron de la matriz
extracelular en el ligamento transverso del carpo y modifica la expresion de
moléculas profibrogenicas.

Objetivo general

Determinar la expresibn de moléculas profibrogénicas en el ligamento
transverso del carpo y la modificacion que se presenta con el tratamiento a
base de colageno y polivinilpirrolidona. (in vitro.)

Objetivos especificos

a) Determinar la expresion del factor inducible de hipoxia HIF-la, en el
ligamento transverso del carpo y su relacién posterior a la aplicacion de
colageno y polivinilpirrolidona. (in vitro)

b) Determinar la expresion del VEFG*, en el ligamento transverso del carpo vy
su relacion posterior a la aplicacion de colageno y polivinilpirrolidona. (in vitro)
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DISENO
El presente estudio de investigacion utilizo los parametros del estudio basico
TIPO DE LA INVESTIGACION

Experimental, Prospectivo, Transversal

GRUPQOS DE ESTUDIO

GRUPO PROBLEMA

La poblacion en estudio la constituyeron pacientes que se encuentran con
diagnoéstico de Sindrome de Tunel del Carpo de 29 a 59 afios de edad en el
Hospital Regional 1° de Octubre, que cumplan con los criterios de inclusion y
que vayan a ser sometidas a cirugia de descompresion de Tunel del Carpo.

TAMANO DE LA MUESTRA

Se tomaron 9 muestras de pacientes que se someteran a cirugia de
descompresion de tunel del carpo.

CRITERIOS DE INCLUSION

1. Pacientes que cursaron con sindrome de tunel del carpo unilateral o bilateral
con previo estudio de electroneuromiografia en mayores de 29 afios y menores
de 59 afos y que fueron candidatos a cirugia de descompresion del Sindrome
del Tunel del Carpo.

2. Ambos sexos

3. Pacientes que previamente firmaron el consentimiento informado.

CRITERIOS DE NO INCLUSION

1. Pacientes quien cursen con sx de tunel del carpo con tratamiento quirdrgico
previo.

2. Quienes no acepten entrar al protocolo.

3. Pacientes diabéticos descontrolados y con evolucion mayor a 10 afios de
diagnésticos.

Pacientes con utilizacion de farmacos hipoglucemiantes.

Pacientes quemados

Pacientes con procesos infecciosos en extremidades

Pacientes con diagnéstico de alguna neuropatia especifica

Pacientes con enfermedad del sistema nervioso central

. Pacientes con infeccion por HIV

10. Pacientes con antecedentes de abuso de alcohol

11. Pacientes con antecedentes de terapia de remplazo renal crénica o que
cursen con enfermedades metabdlicas

COoNOObL
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Criterios de eliminacién

Pacientes que no firmen carta de consentimiento informado.

PLAN DE ANALISIS
Definicidbn Operacional de las variables.

VARIABLES

Variable independiente:

Colageno y polivinilpirrolidona ( fibroquel)

Definicibn Conceptual: Biofarmaco que se utiliza en procesos cicatrizantes y
fibrosantes.

Definicion Operacional: Se valorara si al aplicar este compuesto en los tejidos
fibrosantes adyacentes al ligamento transverso del carpo modifica la expresion
de moléculas profibrogenicas y factores inducibles de hipoxia.

Categoria. Cuantitativa.

Escala. Continua

Variables dependientes:

Inmunohistoquimica del antigeno para el Factor Inducible de Hipoxia
subunidad alfa.

Definicion Conceptual: Técnica que se utiliza anticuerpo monoclonal (MIB-1)
para reconocer la secuencia entera de DNA. Se expresa durante toda la fase
activa del ciclo celular (G1,S, G2 y Metafase ).

Definicién Operacional: Se valorara la expresion del antigeno a nivel nuclear.
Categoria. Cuantativa

Escala: Continua

Inmunohistoquimica para el VEGF

Definicion conceptual: Técnica en que se utiliza un anticuerpo monoclonal
(clona HIF 1[0} especifico para detectar el gen HIF1[] gen que se expresa
cuando existen condiciones de hipoxia, es transnuclear.

Definicion Operacional: Se valorara la expresion del gen HIF1L] a nivel
transnuclear en tejidos incluidos en parafina por medio de microscopia de luz.
Categoria: Cuantitativa

Escala: Continua
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ORGANIZACION DE LA INVESTIGACION

Analisis estadistico

Se realizé el analisis de acuerdo a la estadistica no paramétrica. Se utilizé el
test no paramétrico de Mann-Whitney, debido a que los numeros de muestras
evaluadas en este trabajo eran muy bajos para asegurar la normalidad de las
poblaciones estudiadas. Un p < 0.05 se consideré estadisticamente
significativo. Cuando se compararon mas de dos grupos, se realizé un test de
Mann-Whitney mejorado, el cual incluye un analisis de varianzas.

Recursos humanos y fisicos

Humanos.

Dra. Paola Joanna Castro Alba. Médico especialista en Medicina de
Rehabilitacion.

Dra. Brenda Irma Guizar Ramirez. Médico especialista en Medicina de
Rehabilitacion, adscrita al servicio de Medicina Fisica y Rehabilitacion del
Hospital Regional 1° de Octubre ISSSTE (Asesora).

Dr. Raya. Médico especialista en Traumatologia y Ortopedia. Adscrito al
Hospital Regional 1° de Octubre ISSSTE (Asesor).

D en C Rosa Amalia Bobadilla Lugo. (Tutor Interno). Directora de la Escuela
Superior de Medicina

D en C Elvia Mera Jiménez (Tutor Interno). Escuela Superior de Medicina

M en C Angeles Hernandez Cueto .Centro Medico La Raza. IMSS

M en C Ericka Nelly Pompa, Centro Medico La Raza.IMSS

M en C. Juan Carlos Vazquez Islas. Centro Médico Nacional La Raza.

Fisicos

Fibroquel

Equipo de electromiografia

Area fisica de las unidades participantes para deteccion y seguimiento de
casos. Hospital Regional 1ero de Octubre.

Area fisica quirtrgica del Hospital Regional 1ero de Octubre.

Area experimental en Escuela Superior de Medicina en el Laboratorio de
Cultivos Celulares IPN en colaboracion con el Centro Médico Nacional, Area
de Inmunologia Celular.
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FINANCIAMIENTO

El costo de la investigacion se cubri6 mediante financiamiento interno del
Instituto Politécnico Superior; Escuela Superior de Medicina, asi como el apoyo
de CONACYT para realizar los estudios de Maestria.

ASPECTOS ETICOS.

Dado que se trata de una investigacion biomédica, que no se realizaran
intervenciones clinicas, se considera que el estudio se realiz6 dentro de las
normas establecidas por la Asamblea Médica Mundial, en la declaracion de
Helsinki de 1964 y sus diferentes revisiones en 1975, 1983, 1989, 1996 y
Octubre de 2000 en Edimburgo, Escocia; asi como las normas de la Ley
General de Salud de los Estados Unidos Mexicanos, consignadas en el Titulo V
en materia de Investigacion.

La informacion se manejo en forma confidencial. Previo consentimiento
informado se di6 a conocer el motivo de su invitacion al estudio, en qué
consistié y se asegurd que no se incluirdn en el reporte nombre de pacientes, ni
ningun registro que los identifique, guardando la privacidad de su participacion.
El protocolo serd enviado al Comité Local de Etica e Investigacion para su
autorizacion del Hospital 1ero de Octubre ISSSTE.

ALCANCES DEL PROTOCOLO.
Todo estudio con resultados que permitan orientar o descartar las estrategias
actuales sera de gran beneficio para los pacientes y en gran parte para las

instituciones de salud que destinan un porcentaje considerable de sus recursos
en el control y tratamiento de las enfermedades.

LIMITE EN TIEMPO DE LA INVESTIGACION
Del 1 de julio 2009 - 30 junio del 2011

AUTORIZACIONES

De acuerdo a lo establecido por el Comité de Etica e Investigacion del Hospital
Regional lero de Octubre.
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Los que se enamoran de la practica sin la teoria son como los pilotos sin timoén
ni brajula, que nunca podran saber a dénde van.

Leonardo da Vinci.

SECUENCIA METODOLOGICA.
Descripcion general del estudio

Materiales

Los reactivos para las pruebas biologicas y medios de crecimiento:
Formaldehido al 4%, fueron obtenidos de la marca GIBCO en condiciones
estériles. El biofarmaco utilizado ( fibroquel ) se obtuvo del Hospital Regional
lero de Octubre.

Seleccién del tejido

Este estudio fue realizado en regiones fibrosas de ligamento transverso del
carpo con pacientes que se intervinieron quirdrgicamente .Como controles se
emplearon muestras de este tejido sin tratamiento. Todas las muestras fueron
obtenidas en el Hospital Regional 1ero de Octubre y procesadas en el Centro
Médico Nacional “La Raza”, del Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS),
en la ciudad de México. El tejido se obtuvo con el consentimiento informado de
las pacientes bajo aprobacion del comité local de ética e investigacion.

Procesamiento del tejido
El estudio se realizara en 2 partes

Parte 1

1. Se identificaron a los pacientes candidatos para cirugia de descompresiéon
de tunel del carpo, recabando los datos en la cédula de recoleccion.

2. Previamente se realiz6 el estudio de electroneuromiografia con previa
monitorizacion de la temperatura corporal por medio de un termistor, el cual se
coloco en alguna de las extremidades del paciente; la temperatura de la piel
debera de estar entre 32-34°C.

Con un electromiografo se realizarén: Neuroconducciones sensoriales (nervio
mediano y ulnar) y motoras (nervios mediano, ulnar ) bilateral ; para corroborar
diagnostico. Realizando previamente las mediciones para la colocacion de los
electrodos de superficie (discos o anillos) y la tierra; la conduccidon sensorial a
14 cm y la motora a 8 cm. El estudio electroneurogréafico consistié en aplicar un
estimulo eléctrico supra maximo en un nervio especifico tanto distal como
proximal hasta evocar la respuesta en cada uno de ellos con la técnica
convencional (14).

3. Los datos obtenidos quedar6n asentados en la cédula de recoleccién,
posteriormente se procedera a analizar los resultados obtenidos para
establecer el diagndstico electroneuromiografico de cada paciente.
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4. Los pacientes estuvieron de acuerdo en participar en el estudio y firmaron un
consentimiento informado con base en la Declaracion de Helsinki de Estudios
de Experimentacion en Humanos de 1996 y el Cédigo de Nuremberg.

5. En la cirugia de descompresion de tanel del carpo se procedidé a tomar una
biopsia de la zona de fibrosis adyacente al ligamento transverso del carpo y
los tendones flexores, encontrada de 5 mm de diametro.

6. El tejido obtenido se mantuvo en condiciones de asepsia y se transporto en
un tubo Falcén estéril de 50 ml con formaldehido al 4 % , de la muestra de
cada tejido se dividio en cinco partes a diferentes concentraciones del farmaco:
25%, 50%, 75% y 100% vy una de ellas se quedoé sin tratamiento (1ml en
cada tubo).

Parte 2.

La poblacion celular de estudio fueron fibroblastos obtenidos a partir de una
muestra de ligamento transverso del carpo se procedié con las muestras a
realizar la Inmunohistoquimica del siguiente modo:

a) Se realiz6 la desparafinacion de 60 a 65° de 40 a 70 minutos, 20 minutos
horizontales y 20 minutos verticales.

b) Se hidrato en el tren a base de tres bafos de xilol a 8 minutos cada uno, dos
bafios de etanol al 100% y se enciende en bafio maria, se da un bafio de
etanol al 90% por 5 minutos, otro bafo de etanol al 70% por 5 minutos se
calienta con citrato y posteriormente se da un bafio de agua destilada.

c) Para la recuperacion de antigenos con el citrato de sodio (pH 6.0 al 0.01M)
por 25 minutos en bafio maria en ebullicion leve, seguido de tres bafios de PBS
1% 5 minutos cada uno en agitacion a 130 RPM.

d) Se elimin6 la Peroxidasa endogena, Met OH/H202 (45ml/5ml),(27ml/3ml)
dos bafios de 15 minutos cada uno en agitacién a 130 RPM.

e) Para Lavados, se dié un bafio con agua destilada por 5 minutos a 130 RPM
(agitacion) se da otro bafio con PBS (Phosphate Buferred Solution) por 5
minutos a 130 RPM (agitacion).

f) Se realizé el bloqueo con marcacidén con lapiz hidrofobico para delimitar el
tejido. Suero de cerdo2% en agitacion lenta por una hora en camara humeda
(20RPM).

g) ler Anticuerpo. En Camara humeda, en agitacion lenta (20RPM) toda la
noche.

h) Se dan cinco bafios de PBS 8 minutos cada uno en agitacion a 130RPM.

8. 2do Anticuerpo. Link amarillo a 30 minutos en agitacion lenta (20 RPM) en
camara.

9. Lavados. Tres bafios de PBS 5 minutos cada uno en agitacion a 130 RPM.
10. Streptavidina . Rojo a 30 minutos en cdmara humeda.

11. Lavados. Tres bafios de PBS 5 minutos cada uno en agitacion a 130RPM
12. Revelado. DAB (diaminobencidina) CANCERIGENO-CROMOGENO
DAKO.

13. Se realiz6 la Contratincion con hematoxilina y se lavd con agua corriente.
14. Deshidratacion. En tren de reversa con agua destilada 1 bafio cada uno, y
otro con etanol al 70, 90,100% y otro bafio con xilol 5 minutos cada uno.
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Las laminillas contratefiidas con  hematoxilina se  evaluaron
microscopicamente como positivos 0 negativos ante la expresividad de la
tincion (Intensidad de 0 a 3), en forma cegada (sin conocer datos clinicos). Se
analizo en base a un sistema de andlisis de imagen para extraer informacion en
valores numéricos, permitiendo filtrar la informacion con la imagen, se
obtuvieron imagenes analizadas por sistemas computacionales usando TN-
image para MS-DOS.

RESULTADOS.

Este trabajo reporta por primera vez que el HIF 1a y el VEGF se encuentran en
tejido de ligamento transverso del carpo y forman parte muy importante en la
patogénesis de la enfermedad, apoyando la Teoria de la Hipoxia.

Se capturaron un total de 9 muestras del ligamento transverso del carpo, de
pacientes que cursan con sindrome del tinel del carpo de forma unilateral (se
realizé la electroneuromiografia de los casos, corroborandose el diagnostico),
dividiendo las muestras en dos uno sin la aplicacion del fibroquel y otro con la
aplicacion de farmaco, embebidas en formaldehido al 4%, de las cuales 7
fueron mujeres y 2 hombres,

Se realizdé la inmunohistoquimica para determinar los factores inducibles de
hipoxia HIF 1 a, asi como el VEGF y Marcador de Fibroblastos.

DIAGNOSTICO ELECTRONEUROMIOGRAFICO

Paciente | Gener | Edad | Latencia |Latencia | Amplitu

S 0 Sensitiva | Motora d
m/seg m/seg uVv

)

1 F 56 4.2 4.0 21

2 F 58 4.6 4.3 16

3 F 52 5.0 4.2 10

4 F 61 4.2 4.8 21

5 F 36 4.6 4.0 22

6 M 38 5.6 4.3 16

7 F 45 4.8 5.6 12

8 F 43 4.1 52 11

9 M 35 4.3 4.6 18
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70- Edades |

Las edades encontradas oscilan entre los 35y los 61 afios de edad.

E Dx Sx Tunel del
Carpo

Femenino Masculino

La prevalencia es mas frecuente en el género femenino que en el masculino tal

y como se reporta en la literatura mundial.
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FIGURA 1

Inmunohistoquimica de ligamento transverso del carpo y determinacion del
Factor Inducible de Hipoxia 1 alfa, a diferentes concentraciones de Fibroquel.

HIF1 ALFA NUCLEO

INTENSIDAD 3

CONTROL 25 % 50 % 100 %
3% DE C OLAGENA/POLNVINILPIRROLIDONA

Relaciéon de la expresion de HIF 1 a, en el ligamento transverso del carpo a

diferentes concentraciones de Fibroquel.

En estas imagenes observamos la expresion del factor inducible de
hipoxia 1o, a mayor dosis del farmaco disminuye la cantidad de fibroblastos,
modificAndose el patron histologico, a la concentraciéon del 100% hay una
pérdida importante de fibroblastos secundario al pH en el que se encuentra el

farmaco.
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FIGURA 2

Inmunohistoquimica del ligamento transverso del carpo y determinacién del Factor de
Crecimiento Vascular Endotelial, a diferentes concentraciones de Fibroquel.

VEGF NUCLEO
40-
s ™ 1 T
[m]
7] 20+
5
Z 10 i
e
- =
CONTROL 25% 50 % 100 %

% DE COLAGENA/POLIVINILPIRROLIDONA

Relacién de la expresion de VEGF en el ligamento transverso del carpo a diferentes
concentraciones de Fibroquel.

Se observa la expresion de Factor de Crecimiento de Endotelio Vascular,
incrementando su expresion al 25% y disminuyendo gradualmente a mayor
dosis de Fibroquel, se observa que a una dosis del 100% el tejido sufre un
cambio muy importante en su estructura histologica con una pérdida
importante de los fibroblastos.
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FIGURA 3

Identificacidon de Fibroblastos en el Ligamento Transverso del Carpo
y su modificacion a la exposicién de Fibroquel.

FIBROBLASTOS NUCLEO

L

INTENSIDAD 3

25 9% 50 % 100 %
% DE COLAGENA/POLIVINILPIRROLIDONA

Relacion de la expresion de Fibroblastos en el ligamento transverso
del carpo a diferentes concentraciones de Fibroquel.

En la siguiente figura observamos que en el tejido obtenido se encuentran
fibroblastos (el patron de la inmunohistoquimica utilizada es especifico para
determinar el tipo de célula que se trabaja), en el control existe una cantidad
importante de estas células, al exponerlo al 25 y 50% de la concentracién
disminuye considerablemente el numero de fibroblastos y al 100% una pérdida

importante de estos.
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Estos resultados indican claramente que tanto el factor inducible de hipoxia
como el factor de crecimiento endotelial vascular se encuentran expresados en
el ligamento transverso del carpo en pacientes en fase cronica y se observa
claramente el efecto del colageno y polivinilpirrolidona en el cambio de
conformacion de la matriz extracelular

VEGF incrementa la proliferacion de poblaciones celulares, especificamente

de las células del endotelio vascular (Papetti y cols. 2002) y que aumenta el
namero de fenestraciones en los capilares

CONCLUSIONES

Concluimos de esta manera que la hipoxia es la responsable de la activacion
indirecta del factor de crecimiento de endotelio vascular que conlleva a la neo
vascularizacion y revascularizacion de la zona del tunel del carpo con la
subsecuente formacion de mayor cantidad de tejido fibrotico tanto en la vasa
vasorum como en la vasa nervorum ,resaltando que no se sabe si se afecta de
forma indirectamente el riego sanguineo , cabe mencionar que al realizar este
estudio con la aplicacion del fibroquel es para demostrar si el farmaco
disminuye el tejido fibrético en la zona adyacente del nervio mediano el
farmaco a pH de 3.5 como se encuentra en su formula original ocasiona un
dafio irreversible la matriz extracelular .

DISCUSION

Hay varios estudios que demuestran que el Fibroquel modula los procesos
inflamatorios cronicos y a su vez modifica algunos parametros inflamatorios
como IL-1, TNF-a , en las articulaciones y disminuye la actividad colagenolitica
total a través de una baja significativa de las colagenasas independientes de
calcio y disminuye la fibrosis y moléculas de adhesion como la molécula de
adhesion intercelular 1 (ICAM-1) y VCAM-1 se observan disminuidas para los
tejidos tratados con Fibroquel , con un cambio en el metabolismo celular , sin
encontramos en nuestro trabajo que existe la participacion de moléculas
profibrogénicas como el HIF 1 oy la VEGF.
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PERSPECTIVAS Y RECOMENDACIONES.

Aun falta mucho por Investigar, por lo tanto, los datos presentados abren un
nuevo campo en el cual se podria mejorar la posibilidad de éxito.

HOJA DE CAPTACION DE DATOS

Nombre: No Expediente
Edad: Sexo
Diagnostico:
Fecha de valoracion inicial: Valoracion
final:

Ocupacion: Peso: Talla :

Lado afectado:

Fecha de Nacimiento: Tel:
Datos de la Electromiografia

Latencias

Latencias Distales

Latencia Proximal

Amplitud

Amplitud Distal

Amplitud Proximal

Diagnostico electromiografico

Observaciones:
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CARTA INFORMATIVA

Dra. Paola Joanna Castro Alba

Coordinacion de Investigacion en Salud. IMSS
Tel 56276900 Ext 21985

ISSSTE

Hospital Regional lero de Octubre

Av. Politécnico Nacional Col. Lindavista #1669. Distrito Federal, D.F. 07300
México. Teléfono: 5586-3027

CONSENTIMIENTO INFORMADO
México D.F a del mes de del 20 .

Este estudio esta registrado ante el Comité de Etica del Hospital Regional lero
de Octubre.

Esta forma de consentimiento puede contener palabras que no entienda. Por
favor solicite al Dra. Paola Joanna Castro Alba o al personal del estudio que le
explique cualquier palabra o informacién que no entienda claramente. Una vez
que comprenda la informacion contenida en esta forma, se le pedird que la
firme, en caso de estar de acuerdo en tomar parte del estudio.

Nuestro propdsito es conocer si la colageno-polivinilpirrolidona es efectiva,
segura y bien tolerada para el tratamiento de la enfermedad del sindrome del
tunel del carpo, Unicamente se realizaran estudios in vitro(laboratorio) en este
estudio .

La colagena polivinilpirrolidona es una proteina que sirve para remodelar la
cicatrizacion, pues esta colagena es de mejor calidad que la natural, mejorando
la calidad del tejido fibrético (cicatriz), modula la inflamacion cronica, este
biofarmaco se elimina por enzimas enddgenas, es decir por el mismo cuerpo
humano y la polivinilpirrolidona es excretada por las vias urinarias.

Antes de ingresar al estudio se le realizara una historia clinica, y se realizara un
estudio de electroneuromiografia para confirmar el diagnéstico de sindrome
del tunel del carpo.

Se realizaréa la intervencion quirdrgica programada de liberacién del nervio
mediano ya sea unilateral o bilateral, se procedera a tomar 0.5mm d diametro
del tejido fibrético adyacente a las estructuras propias del tunel del carpo, se
dividira en dos partes una de ellas se fijara con formaldehido al 4%
inmediatamente a la toma y la otra se le aplicara fibroquel y se dejara por 30
segundos en el farmaco, y se procedera a fijar en formaldehido al 4% .( Las
muestras recolectadas seran enviadas al Centro Médico La Raza y a la
Escuela Superior de Medicina IPN para el procesamiento de las mismas).
Autorizo la toma de tejido fibrotico del area adyacente al tunel del carpo durante
la intervencion quirdrgica para el analisis de este.
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Los beneficios obtenidos al participar en esta investigacion es tener el
conocimiento y la evidencia cientifica real de que el uso del farmaco en zonas
de fibrosis ligamentaria o tendinosa hace su efecto propio y se conocera si
parte del proceso fisiopatoldgico se presenta en los pacientes estudiados.

Declaro que se me ha informado ampliamente sobre los posibles riesgos,
inconvenientes, molestias derivados de mi participacion en el estudio,

Ante cualquier eventualidad, comunicarse con la Dra. Paola Joanna Castro
Alba ante cualquier efecto secundario, al teléfono particular del 53429887 o al
teléfono celular 0445542703999

Entiendo que mi participacion en este estudio es completamente voluntaria, y
conservo el derecho de no aceptar si lo considero conveniente, sin que ello
afecte la atencion medica que recibo del Hospital , debo notificar en caso de
retirarme voluntariamente del estudio a la Dra. Paola Joanna Castro Alba.
Tampoco tendré una compensacion economica derivado de participar en el
estudio.

El investigador principal me ha dado la seguridad de que no se me identificara
en las presentaciones o publicaciones que deriven de este estudio y de que los
ratos relacionados con mi privacia seran manejados en forma confidencial.
También se ha comprometido a proporcionarme la informacion actualizada que
se obtenga durante el estudio, aunque ésta pudiera hacerme cambiar de
parecer respecto a mi permanencia en el mismo.

El titulo del proyecto es: Expresion de Factor Inducible de Hipoxia HIF 1a,
VEGF implicados en el sindrome del tunel del carpo y su asociacién con la
aplicacion de Colageno y Polivinipirrolidona in vitro

He leido la carta informativa y el consentimiento informado, y he comprendido
toda la informacién aqui expuesta. He tenido la oportunidad de hacer preguntas
acerca de los procedimientos del estudio, sus inconveniencias, riesgos y
posibles efectos secundarios. Se Ha dado respuesta a todas mis preguntas a
mi completa satisfaccion. Toda informacion verbal y por escrito y las platicas
sobre el estudio que se me han proporcionado han sido en mi propio idioma
(espafiol), Mi firma indica que voluntariamente consiento en participar en este
estudio después de haber leido detenidamente, entendido y recibido una
explicacion completa de la anterior informacion.

He recibido una copia completa de este documento.

Nombre y firma del paciente Nombre y firma del testigo (1)

Nombre y firma del testigo (2) Nombre y firma del médico
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PLAN SEMESTRAL DE ACTIVIDADES.

ler Semestre:  Se disefiara el protocolo de investigacion, y lo presentamos
en el Comité de Investigacion y Etica. Se iniciara la recoleccion de muestras y
se realizaran los experimentos en cada muestra, reportaremos lo encontrado
en las hojas de recoleccién de datos disefiada para tal efecto.

2° Semestre: Se recolectaran las muestras hasta completar el tamafo
calculado y el numero necesario por especie, al mismo tiempo y conforme
obtengamos una nueva muestra, se sometera a los experimentos disefiados.

3er_Semestre:  Se finalizara con la recoleccién de los datos y los dltimos
experimentos en las muestras obtenidas. Se iniciara el andlisis de los datos, la
aplicacion de las pruebas estadisticas adecuadas y el disefio de graficos
representativos.

4° Semestre:  Se redactaran las conclusiones obtenidas de los resultados y
los analisis estadisticos. Y se escribira simultaneamente la tesis para obtener el
grado de Maestro en Ciencias Médicas area de Investigacion Clinica IPN y se
enviara el proyecto finalizado para su publicacién en una revista indexada con
factor de Impacto.
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