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RESUMEN. 

El Fibroque® es un farmaco con propiedades antifibrogénicas debidas a su 

capacidad de modificar algunas de tas citocinas fibrogénicas y proinflamatorias, como 

son: TGFB1 y PDGF, y las moléculas de adhesién ELAM-1 y VCAM-1, que participan en 

la regulaci6n del crecimiento, diferenciacién, adhesién e inmunorregulacién. 

En el sarcoma de kaposi (sk), las células en huso, caracteristicas de la neoplasia, 

producen y responden a una gran variedad de citocinas tales como la IL-1, IL-2, IL-8, IL-6, 

TGFB1 y PDGF, entre otras, por lo cual se deriva el interés de evatuar el efecto de 

Fibroquel, tanto in vitro como in vivo, en esta patologia. En el estudio in vivo. se 

incluyeron 3 contrales sanos y 3 pacientes con sk asociado a SIDA. a quienes se les 

realizd la determinacion de anticuerpos anti-VIH. El Fibroquel”® se aplicé en una dosis de 

0.2 mi via intralesional cada 3 dias durante 2 meses. En los pacientes se aplicé en una 

lesién de sk y en los controles sanos en una area de piel seleccionada por ellos mismos. 

Previo a la aplicacién de Fibroquel®, en los pacientes, se tomé biopsia antes del 

tratamiento y posteriormente al mes de éste. Se obtuvieron muestras de sangre de los 

pacientes y controles al tiempo cero y cada mes durante tres meses. Se realizaron los 

siguientes estudios: biometria hematica, quimica sanguinea y evaluacién de la expresion 

de receptores de superficie celular: CD4, CD8, CD16, CD19 .CD14 y HLA-OR. A los 

pacientes también se les determiné, Ag p24 y se realizé aisiamiento del ViH a partir de 

sus células mononucleares periféricas. 

Entre {os resultados obtenidos se encontré que el Fibroquel™ modificd 

significativamente los niveles de CD14 y no modificd los niveles de Ag p24 en los 

pacientes con SIDA. En las biopsias de los pacientes, después de! tratamiento con el 

farmaco, se observé disminucién de las estructuras vasculares, mientras que 

clinicamente se observé cambio de coloracién de la lesion y descamacién de la misma. 

En estudios in vitro primero se determind la toxicidad del Fibroque!® en las lineas 

celulares Hut 78, HeLA-CD4+ y KS4. Posteriormente se determind la capacidad de inhibir 

la replicacin viral en la linea Hut 78 infectada, encontrando que el Fibroquel no tiene la 

capacidad de inhibir la replicacién viral en esta linea. La toxicidad en la linea KS4 fué 50% 

mayor que en las fineas HeLA-CD4+, y Hut 78. Estos resultados sugieren que las 

modificaciones inducidas por el Fibroquel“® podrian deberse al efecto sinérgico de la 

toxicidad y la alteracién en la produccién de citocinas en jas células fusiformes y en los 

macrofagos y fibroblastos que estan infiltrados en la lesion y no a una inhibicion de ta 

replicacion viral.
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|. INTRODUCCION. 

EL SARCOMA DE KAPOSI. 

El sarcoma de kapost (sk) fue descrito por primera vez por el dermatélogo hungaro Moritz 

Kaposi y se define como una condicién tumoral caracterizada por la proliferacion de una mezcla 

de celulas en forma de huso que estén mezcladas con células endoteliales, fibroblastos, 

macréfagos y estructuras vasculares. La proliferacién de estas células ocurre tipicamente en 

multiples sitios, mas frecuentemente en la dermis y resulta en la produccién de nédulos o placas 

con apariencia violacea, que involucra la piel y se asocia con edema (Gill, P.S., 1991; Safai, B., 

et. al., 1985). 

El sk puede presentarse como: 1) enfermedad nodular: manifiestandose como un 

nodulo, placa o ambas, usuatmente en el tejido subcutaneo de un miembro inferior. Inicia con una 

lesion que se extiende al resto del cuerpo. En la enfermedad nodular (patron clasico), et primer 

signo es usualmente un cambio de coloracién de ja piel. Esto toma la apariencia de un nédulo 

violaceo con un halo algunas veces de color café o amarillo. La mayoria de los nédulos se 

localizan inmediatamente debajo de la epidermis. Et edema puede anteceder al desarrollo de los 

nédulos, que generalmente son de 1.5 cm o mas pequefios. El dolor espontaneo es inusual y 

algunos pacientes reportan sensacién de comezén o ardor. 

Cuando la enfermedad se manifiesta como una placa, el tumor se extiende lateralmente a 

lo largo de la dermis en el nivel de las glandulas sudoriparas y produce induracién de la piel sobre 

targas areas completas. La placa es una combinacién del tejido tumoral con induracién de la piel 

que lo rodea, resultando una obstruccién linfatica; 2) enfermedad agresiva: se puede presentar 

“de novo" o puede presentarse en pacientes con lesiones nedulares a partir de la dermis. Estas 

lesiones frecuentemente se ulceran y pueden crecer extremadamente rapido e invadir el tejido 

plano e involucrar hueso. Las lesiones son usualmente solitarias y aparecen tobuladas; 3) 

enfermedad generalizada: se presentan lesiones cutaneas minimas, y en casi todos los érganos 

del cuerpo. 

Mediante el analisis histopatatégico de las lesiones de sk pueden ser reconocidos 

principalmente 2 elementos: las células en huso y el componente vascular. Las células en huso 

son muy similares a los fibroblastos. El nucleo esta localizado en el centro y se encuentra 

elongado. Se observa la presencia de reticulina y la colagena es poco prominente en el nucleo.



Se ubican en la periferia del nddulo, vasos endoteliales maduros alineados y son de 2 tipos: 

sanguineos y linfaticos. Existen espacios que ocupan una larga proporcién del tumor con sélo 

una minima cantidad de tejido. Se encuentran células rojas en los espacios vasculares y entre las 

células en huso. Una de tas caracteristicas de este tumor es fa posicion directa de las células en 

huso sobre los eritrocitos sin intervencién del endotglio. Usualmente se encuentran células 

inflamatorias como son: tinfocitos y macréfagos. Estas células inflamatorias pueden localizarse 

alrededor de los ndédulos en regresién y en tumores agresivos algunas veces se ven muchas 

células plasmaticas. La presencia de un pigmento de hierro llamado hemosiderina es usualmente 

mencionado en ta descripcion de esta enfermedad (Tempieton, A.C., 1991.}. 

EPIDEMIOLOGIA E INCIDENCIA DEL SK. 

En la mayor parte del mundo el sk es una enfermedad rara siendo mucho mas comun en 

el este de Europa y Africa tropical. Algunos grupos raciales de: Suecia, Iraq, India, Ceylan, 

Afganistan, Nueva Guinea, China, Japon y Sur de América son también afectados. E! mayor 

numero de casos se han presentado en Africa, principalmente en el area del Congo. Es bien 

conocido que fos estados de inmunodeficiencia, estan asociados con una alta incidencia de sk y 

se sabe que en el 2 % de los casos, puede ocurrir ia regresion espontanea de todas jas lesiones 

resultando en la aparente cura del sk (Templeton, A.C., 1991). 

El sk esta frecuentemente asociado con la evolucion de la infeccién con VIH (Gill, P.S., 

1991). Inicialmente aparecid en el 40 al 45 % de los pacientes con SIDA, su incidencia ha 

disminuide a 10% entre todos los grupos de riesgo y al 18% en hombres homosexuales; sin 

embargo, en los pacientes con SIDA es la mas frecuente de fas neoplasias, con una incidencia 

del 7.7%, mientras que el conjunto de las otras neoplasias se presenta sdlo en el 2.8 % de los 

pacientes (SIDAVETS, 1992). 

Las variaciones en la incidencia del sk han inducido a cuestionamientos referidos a su 

etiologia y patogénesis. La dificultad para cultivar las células de sk, la naturaleza critica de los 

factores de crecimiento y ta influencia de las proteinas del VIH sobre el desarrollo del sk, han 

afectado substancialmente la comprension de la etiologia y la patogénesis del sk. Hasta el 

momento el tratamiento del sk esta basado en los requerimientos para controlar las 

complicaciones viscerales, edema o lesiones cosméticamente intolerables.



ETIOPATOGENIA DEL SK. 

Hasta la fecha se desconoce la etiologia del sk, sin embargo, existen diferentes hipotesis 

que han sido planteadas basandose en diversas caracteristicas de esta patologia como son: la 

variacion geografica y racial, la proporcién sexual (3 hombres por cada mujer en nifios y en 

adultos 15 hombres por cada mujer), la apariencia histolégica de célutas en forma de huso y del 

tejido vascular, la coincidencia con la aparicién de finfoma maligno, su asociacion con edema 

tocalizado que puede preceder al sk, su tendencia a aparecer al inicio en las extremidades (pies, 

manos, nariz, orejas, pene), y la aparicién de las lesiones en regiones traumatizadas (Templeton, 

AC., 1991.). 

Los factores etiol6gicos son muchos y muy variados, por ejemplo, se ha mencionado el 

frio (ya que la enfermedad es mas comin en areas ecuatoriales), la edad, ef estado hormonal y 

factores genéticos, la proteina tat del VIH, la secuencia del HHV-8 y la produccién de citocinas 

Por los diferentes tipos celulares que se encuentran constituyendo la tesién (T empleton, A.C., 

1991). 

CELULAS SK. 

Por sus caracteristicas en cultivo las células en forma de huso o fusiformes (células sk) se 

asemejan a las células endoteliales y las de musculo liso. Se piensa que estas células son la 

fepresentacién de una célula parenquimatosa primitiva, que posee receptores para una amplia 

gama de citocinas, lo cual les permite una rapida proliferacién y el desarrollo rapido de nuevos 

vasos sanguineos, siendo asi la angiogénesis una caracteristica principal de la lesion. Esto ha 

sido comprobado por los modelos desarrollados en la membrana corioalantoidea de| embrién de 

polio y el modelo de los ratones desnudos inoculados con células sk, que desarrolian lesiones 

caracteristicas similares al sk con proliferacién de células fusiformes, leucocitos, fibroblastos y 

edema. Las tinciones inmunohistoquimicas de células de sk aisladas, muestran que fueron 

derivadas del tejido mesenquimal con caracteristicas de células de musculo y endoteliales. La 

reaccién positiva al antigeno relacionado al factor VIII en el citoplasma de fas células en huso 

indica que éstas son de origen endotelial ya que este factor sdélo es sintetizado por 

megacariocitos y células endoteliales (Nadji, M., et. al., 1981).  
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Las células sk se pueden cultivar con medios condicionados de lineas de células T 

inmortalizadas por et retrovirus HTLV-II (virus de la leucemia de células T humanas). Los factores 

conocidos de estos medios condicionados promueven el crecimiento de las células sk y también 

de células endoteliales. Esto sugiere que las células sk y las células T infectadas con retrovirus, 

producen factores angiogénicos que podrian incrementar el crecimiento de las cétulas sk. La 

reaccién angioblastica observada en ef sitio de inoculacién de células sk en ratones desnudos 

confirma que las células sk producen sustancias que son angiogénicas. 

Gallo y col. demostraron que las células sk, procedentes de biopsias de sk asociado a 

SIDA, podian incrementar su crecimiento,in vitro, en presencia de oncostatina M (OSM), 

glicoproteina que inhibe ef crecimiento de varias células cancerosas y es un potente mitégeno 

para las células sk, induce la produccién de IL-6 en las mismas y es liberada por células T 

infectadas por el retrovirus HTLV-II. La OSM es el principal factor de crecimiento presente en 

estos medios condicionados y podria ser un agente transformante, ya que altera las 

caracteristicas histoldgicas de las células sk en cultivo y sostiene el crecimiento de éstas (Travis, 

N. 1992; Nair, B., et. al., 1992). Ademas, Sarngadharan, sugirié que las células T inmortalizadas 

no sélo producian OSM sino una serie de sustancias que inducian a las células sk a producir 

citocinas y que éstas ultimas, de una forma autécrina o paracrina, podrian inducir cambios 

histologicos caracteristicos de las sk en e! SIDA. Por otra parte, Miles y Linsley consideraron que 

la IL-6 era el factor que hacia proliferar a las sk, sin embargo, Gallo y Miles flegaron a la 

conclusién de que la IL-6 no es el factor fundamental, ya que aunque ésta aumenta la 

proliferacién de las sk, no to hace de manera sistematica (Miles, S., et. al., 1992), aunque los 

receptores de la OSM son iguates a los de factor inhibidor de la leucemia (LIF) y a los de la IL-6 

(Gearing, D.P., et. al., 1992). 

CITOCINAS EN EL SK. 

Ya que el sk puede aparecer en individuos infectados por VIH-1 antes de que existan 

signos de inmunodeficiencia, Barillari y col. basandose en estudios de efectos individuales con 

citocinas recombinantes, han sugerido que las citocinas juegan un papel importante en la 

patogenia del sk induciendo un estimulo del crecimiento, ya que receptores de alta afinidad para 

varias citocinas, incluyendo, IL-1, IL-2, IL-6, IL-8, TNF y PDGF estan presentes en las células sk. 

Por Jo tanto, ya que las células sk producen y responden a varias de estas citocinas, podrian



regular su crecimiento de forma autécrina y paracrina in vivo e in vitro. (Barillari, G., et. al., 1992; 

Ksinkovies, J.G., 1991). 

Lunardi-Iskandar y col. en 1995 describieron como la IL-1, IL-2 y el TNF actuan sobre el 

sk de una forma pardcrina mientras que la {L-6 lo hace mediante una via autécrina 

incrementandose en las células de sk mediante la accién de glucocorticoides y testosterona e 

inhibiéndose con 17-beta estradiol, lo cual podria explicar la predisposicién de sexos. Dado que 

las células sk son capaces de producir tumores malignos metastasicos que pueden ser 

destruidos in vivo e in vitro por la cadena beta de la gonadotropina coriénica humana, se sostiene 

la idea de que el sk es un proceso maligno de dependencia endécrina que podria ser controtado 

con intervenciones endécrinas como los canceres de mama y de préstata. Sin embargo, el riesgo 

de presentar sk en mujeres embarazadas, es igual al riesgo de las que no lo estan, por lo cual se 

deben considerar otros factores que influyan sobre {a diferencia entre hombres y mujeres en 

cuanto a fa incidencia del sk (Rabkins, Ch. S., et. al. 1995). 

En resumen, las citocinas producidas por las células sk y probablemente involucradas en 

el control autécrino de la proliferacién celular incluyen FGFb, CSF-1, GM-CSF, TNFa, IL-10 e IL- 

B. tL-6, TGFB, POGF-A y POGF-8, de las cuales el FGFb, TNFa y POGF muestran actividad 

angiogénica, mientras que GM-CSF, IL-1a y B. TNFa y PDGF pueden también activar la 

replicacién del VIH en células infectadas(Barillari, G., et. al. 1992). 

El PDGF ha sido recientemente identificado como uno de los factores necesarios para 

permitir el crecimiento de células de sk "in vitro". De hecho la deplecién de PDGF dei suero inhibe 

el crecimiento de las células sk (Wernwr, C.G., 1990). 

El TGF-B es producido por células endoteliales y por macréfagos infiltrados en las 

lesiones de sk y su RNAm es expresado en las células de sk. Las actividades biolégicas del 

TGF incluyen la proliferacién de algunas células de tejido conjuntivo e inhibicién de otras como 

los linfocitos, induccién de la produccién de colagena y matriz extracelular, asi como la expresion 

de moléculas de adhesién por !o que podria influir en la proliferacion de las células fusiformes en 

el sk tal como lo hace en las fibrosis, en la formacién de cicatrices queloides, en la cirrasis, en el 

escleroderma o en Ia artritis reumatoide (Ensoli, B., et.al.,1989).



VIRUS EN EL SK. 

La hipétesis de la etiologia virica cobra importancia cuando se considera que el sk es mas 

prevalente entre varones homosexuales con VIH+, que entre pacientes VIH+ infectados por otras 

vias y que e! riesgo de presentar sk en mujeres aumenta en aquellas que han tenido relaciones 

sexuales con hombres bisexuales por fo que en base a estas observaciones se han considerado, 

ademas del VIH-1, otros virus que podrian ser transmitidos por via sexual (Gill, P.S., 1991). 

Con respecto al VIH-1, se ha descrito que al inicio de su replicacién el VIH-1 produce ja 

proteina tat (transactivador positivo) que es fiberada al medio extracelular y es capaz de inducir la 

proliferacién de las cétulas sk en los pacientes con SIDA y que actuando sobre las células 

progenitoras de las sk !as convierte en células fusiformes capaces de producir citocinas y 

responder a las mismas originandose asi la lesion de sk ( Ensoli, B., et. al., 1990). 

La proteina tat y las citocinas pueden actuar sinergisticamente incrementando sus efectos 

celulares y virales ya que algunas citocinas estimulan la proliferacion de las células sk y al mismo 

tiempo activan la expresion y repticacién de los genes del VIH-1, interrumpiendo la latencia viral y 

produciendo ta expresién de tat adicional. Especificamente tat potencia su accién con el FGFb, 

factor angiogénico altamente expresado en lesiones sk induciendo la angiogénesis y la formacion 

de {a lesion de sk. Esto es debido a que la regién RGD de tat que se une a las integrinas a5B1 y 

avB3 media la migracién e invasion endotelial y de las células sk y provee a las células de una 

sefial requerida para el crecimiento de las células sk en respuesta a un estimulo angiogénico. 

Ademas, la regién basica de {a proteina tat se une al proteoglicano heparan sulfato en la 

superficie de {as células y en la matriz extracelular y contleva a que una forma soluble de FGFb 

sea capaz de ejercer su accién, mediando el crecimiento celular. Similarmente, estas integrinas 

son expresadas por células endoteliales y cétulas en huso de las lesiones de sk (Ensoli., 1996). 

Aunque la proteina tat incrementa {a profiferacion de las células sk, ésta no afecta a las 

células musculares ni endoteliales en cultivo. Sin embargo, los efectos mitogénicos de tat son 

minimos (menos de 2 veces) y no son de la misma magnitud que con citocinas tales como la 

OSM, TNF 0 IL-1B. Ademas, la demostracién de que tat podria contribuir al desarrollo de sk es 

importante por varias razones. Primero se confirma que tos datos en etapa temprana en que se 

demostré que tat, bajo el control del LTR, podria producir lesiones parecidas a sk en ratones 

transgénicos y segundo la demostraci6n de que e! VIH podria directamente inducir angiogénesis 

y ser el Unico factor necesario para el desarrollo del sk asociado a VIH (Vogel, J., et. al. 1988).



Ya que tat no parece modificar la sintesis de una amplia variedad de citocinas en fas 

cétulas sk es posible que la transformacién y/o profiferacién de las células sk dependa de los 

factores liberados por células que estan infiltrandas en fa lesién, especialmente fibroblastos, 

macrofagos y células T (Buonaguro., et.al., 1992; Safai, B., et. al, 1985). 

Por otra parte VIH no tiene secuencias oncogénicas conocidas por lo que no existen virus 

ni fragmentos del genoma viral en las células del sK. Esto hace pensar que la aparicién de las 

neoplasias conocidas en este padecimiento son secundarias al abatimiento de la funcién del 

aparato inmunolégico dando nuevo apoyo a la teoria de fa vigilancia de Burnett. Los tumores 

parecen ser independientes del VIH como se ha sugerido por e! hecho de que los homosexuales 

pueden tener un riesgo incrementado de desarrollar sK, aun si ellos no estan infectados con ef 

VIH (Gill,P.S. , 1991; Safai, B., et. al., 1985). 

En lo que se refiere a otros virus que podrian ser considerados en la etiologia del sk Yao 

Qi Huang y col. han descrito la existencia de secuencias de ADN homdlogas al virus del papiloma 

humano tipo 16 en el 15 % de las células de las lesiones sk tomadas de 69 pacientes. Este 

porcentaje es bajo, sin embargo, se atribuye a métodos de deteccién poco sensibles ya que 

también se ha logrado evidenciar en 5 de 17 pacientes sk negativos af VIH (Huang, Q.Y., et. al, 

1993). Sin embargo, otros investigadores afirman que han buscado secuencias de papiloma en 

lesiones sk sin ningun éxito (Travis, J. ,1992). 

Asi mismo, Beral pone en duda la implicacién del virus papiloma ya que se trata de un 

virus demasiado ubicuo para estar implicado en una enfermedad tan peculiar, por lo que sugiere 

que es otro agente que esta asociado con practicas orofecales ya que es mas frecuente en 

varones homosexuales, lo cual coincide con su mayor frecuencia en Africa, donde las 

condiciones higiénicas adversas provocan un mayor contacto con heces (Beral, V., et. a.., 1992). 

Recientemente muchas de las investigaciones estan siendo enfocadas en la busqueda de 

un virus ahora mas convincentemente aceptado como un herpes virus nuevo llamado herpes 

virus humano 8 (HHV-8), con homologia de secuencias de ADN al Gammaherpes virus, saimiri y 

Epstein-Barr, esto probado en lesiones de sk de pacientes con SIDA (Chang, Y., et. al., 1994). 

La deteccion in situ del HHV-8 en lesiones sk demostré que la positividad viral esta 

siempre restringida al nucleo de las células y confinada al tejido patolégico donde el 80 % de las 

células parecen estar infectadas con el virus. Sdlo las células en huso y las células rodeando los 

espacios vasculares presentaban el virus mientras que los vasos sanguineos normales 

intralesionales y tejido extralesional fueron negativos. Las biopsias de piel normal de los 

individuos con sk fueron negativas a HHV-8 (Parravivini, C., et. al., 1996). También Bagasra y col.



  

en 1996 demostraron que el HHV-8 esta mas abundantemente en las células en huso rodeando 

la lesiones sk, formando focos en varias capas de la dermis pero ausentes en las células 

granulares. 

Por su parte, Whitby también ha logrado evidenciar el HHV-8 y le atribuye valor predictivo 

en la aparicion de lesiones de sk ya que de 143 pacientes sin sk que fueron seguidos por 30 

meses, 6 de 11 positivos por PCR a HHV-8 desarrollaron las lesiones, mientras que de los que 

fueron HHV-8 negativos lo hicieron sélo 12 de 132. (Whitby, D., et. al., 1995). 

Lefrere y col. en 1996 evidenciaron el DNA de HHV-8 en PBMC y lesiones sk durante e! 

periodo completo (6 afios entre la infeccién primaria y !a aparicién de sk) 5 pacientes VIH 

positivos asintomaticos a los cudles se les detecté el DNA de HHV-8 desde el inicio y 

desarrollaron sk. Los controles usados fueron 6 pacientes con sk en etapa de SIDA de tos cuales 

5 eran HHV-8 positivos y 1 negativo; 14 pacientes con SIDA sin sk, 13 negativos y 1 positivo; y 10 

VIH negativos, 9 negativos a HHV-8 y 1 positivo. Estos resultados indican que el HHV-8 puede 

ser evidenciado varios afios antes de la aparicién de ta enfermedad en individuos VIH-1 

infectados dando una perspectiva de terapia preventiva. La evidencia de la presencia de HHV-8 

desde el primer afio de seropositividad podria sugerir que los dos virus entraron juntos o que los 

pacientes fueran portadores HHV-8. 

La busqueda del HHV-8 también ha sido efectuada en otras formas de sk ademas del 

asociado a SIDA, el endémico africano y el esporadico y comprobandose su importancia 

patogénica en distintos tejidos de los pacientes con sk (piel, ganglio linfatico, tejidos intestinal y 

oral) tanto en hombres como en mujeres y nifios, y su ausencia en tejidos no relacionados con el 

sk, sugiriendo una via de transmision no sexual debido a su presencia en nifios (Schaliing, M., et. 

al., 1995). También ha sido demostrado en PBMCica y lesiones de sK Mediterraneo y en la 

enfermedad de Castelman, una hiperplasia angiofolicular frecuentemente asociada con sk 

(Dupin, N., et. al., 1996). 

Recientemente se ha encontrado que los fragmentos subgenomicos del HHV-8 pueden 

transformar las células NIH3T3 indicando que este virus es transformante. La cepa BC-1 de 

HHV-8 fue secuenciada recientemente y tiene una region unica de 140.5 Kb (LUR) conteniendo 

todas las regiones codificadoras identificadas. Mientras que la mayoria de los genes son 

homdlogos a fos genes estructurales encontrados en el EBV, el HHV-8 posee un numero de 

genes unico que podria interferir con las sefiales de transduccidn y el ciclo celular de las células 

huésped. EI virus posee una ciclina funcional del tipo D que puede sustituir a las humanas en la



  

inhibicion del pRb y por tanto inducir a las células a la transformacién celular. Este gen codifica 

una v-IL-6 funcional que puede prevenir la apoptosis en las lineas de células dependientes de IL- 

6 y es expresado preferentemente en células hematopoyéticas mas que en las células de sk. 

Otros genes virales antiapoptéticos también podrian interferir con los mecanismos apoptoticos 

mediados por p53. Hay una estrecha correspondencia entre los genes celulares inducidos por 

EBV y los genes homdlogos codificados por HHV-8. Esto sugiere que ambos virus interfieren con 

las mismas vias de sefializacién y podrian compartir mecanismos comunes de transformacion 

celular (Patrick y Moore 1997). 

Después de todo el debate continua debido a que sélo algunos grupos de investigadores 

han encontrado dichas secuencias mientras que otros han fracasado (Schultz, T.F., et. al., 1995; 

Ambrozio, K., et. al., 1995; Roizman, B., 1995; Moore, S.P.,1996). 

La duda, acerca de la posible relacién eticlégica del HHV-8 con et sk, continua bajo tos 

siguientes argumentos ( Weiss, A. , 1996;Cohen, J.., 1995): 

1. Si el HHV-8 fuera el agente causal del sk, seria el mas heterodoxo de tos virus herpes, fos 

cuales se caracterizan por difundirse libremente en la poblacién, mientras que éste no afectaria 

mas que a hombres homosexuales y sélo raramente a mujeres o usuarios de drogas por via 

intravenosa. 

2. No se han encontrado secuencias del HHV-8 en lineas celulares derivadas de sk de enfermos 

de SIDA, las cuales eran capaces de producir lesiones similares a sk en ratones. 

3. Se han encontrado secuencias de HHV-8 en distintas lesiones cutaneas tales como carcinoma 

basal y de células escamosas, queratosis actinica premaligna y verrugas comunes, procedentes 

de biopsias de cuatro transplantados VIH negativos que habian recibido terapia 

inmunosupresora. 

Estos datos irian en contra de la nocién de que HHV-8 seria especifico del sk. 

Asi, considerando la etiologia viral no se han dejado esperar los tratamientos antivirates. 

Humphrey y col. 1996 trataron pacientes positivos a HHV-8 con ganciclovir, aciclovir y foscarnet 

encontrando que ellos continuaban siendo positivos a HHV-8 durante el tratamiento e incluso uno 

que era negativo después se convirtié en positivo. Por lo que ellos ponen en duda el valor 

potencial de estas drogas en el tratamiento o prevencién del sk indicando que se requieren 

estudios adicionales. 

En resumen, evidencias experimentales sostienen que el origen del sk involucra a las 

citocinas y a un agente infeccioso, el HHV-8, que ha sido encontrado en casi todas las lesiones
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de sk aunque no esta presente en los cultivos de células en forma de uso derivadas de las 

lesiones de sk. 

TERAPIA DEL SK. 

Muchos pacientes con sk no mueren como consecuencia directa del tumor, sino por 

infecciones oportunistas asociadas al VIH, aunque cuando existe afectacion visceral (pulmonar) 

la supervivencia es mas corta y la causa de la muerte puede tener una reiacian mas directa con 

el tumor (Carriedo, C., et. al., 1993), por lo cual el tratamiento del sk esta indicado en las 

siguientes circunstancias: si ocasiona problemas cosméticos, lesiones dolorosas (oral, faringe, 

plantas de tos pies) grandes masas de tumor, linfedema (cara, extremidades , genitales), 

afectacién pulmonar o enfermedad rapidamente progresiva (Kaplan, L.D., 1989). 

Las opciones terapéuticas inctuyen tratamientos locales o sistémicos: En los sistémicos 

debe ser valorada la toxicidad e inmunodepresién, lo cual puede favorecer el desarrollo de 

infecciones oportunistas. 

TERAPIA LOCAL. 

El tratamiento local es estrictamente paliativo y esta dirigido a eliminar lesiones 

individuales por razones cosméticas que interfieren con la calidad de vida del paciente o porque 

producen alteraciones funcionales. Entre éstas se encuentran {a radioterapia, quimioterapia 

intralesional, crioterapia o excision quirurgica. 

Aunque la desaparicién completa de las lesiones es inusual, se obtiene respuesta 

satisfactoria. La recurrencia con el tiempo es mas un reflejo de la historia natural de la 

enfermedad en pacientes con SIDA que un fracaso de la terapia. Parece que son igualmente 

eficaces las dosis de radiacién tnicas y las dosis fraccionadas (Berson, A.M., et. al., 1988). 

Las dosis simples de radiacién (800cGy) 0 cantidades mayores (2500 - 3000 cGy) pueden 

producir la regresién de las lesiones en un periodo corto de tiempo. Con lesiones localizadas en 

la piel se han obtenido respuestas globales a la radioterapia en el 85 al 95% de los casos 

(Berson, A.M., et. al., 1988). 

En la crioterapia se han descrito respuestas favorables en el 80% de las lesiones tratadas 

(Tapperos. W., et. al., 1991).
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La vinblastina y la vincristina se utilizan en dosis de 0.01 - 0.1 mg. Se pueden obtener 
respuestas completas en el 60% de los casos y parciales en el 92% (Schofer, H., et. al., 1991) 
con fa primera y 20 % con la segunda sin causar dafhos hematolégicos 0 inmunoldgicos 
significativos. Los efectos secundarios son dolor local e irritacion de la piel. 

La excisién quirtrgica de lesiones en pies, en areas de flexion 0 extensién, o la conjuntiva 

es relativamente segura. 

TRATAMIENTO SISTEMICO, 

Esta indicado en pacientes con enfermedad progresiva, con enfermedad sintomatica 
diseminada o cuando existe afectacién visceral. En éste se incluyen el interferén alfa (sdlo o 
combinado con tratamiento antiretroviral) y con quimioterapia (Safai, B. et. al., 1992). 

EI INF alfa es un agente antineoplasico activo ante el sk con una actividad antivirica 
(inhibe la repticacién del VIH) e inmunomoduladora (induce ta citotoxicidad mediada por células T, 

aumenta la actividad de las células asesinas y modifica la funcion de los macrdofagos) (Walker, 
R.D., et. al., 1992) y se ha descrito una actividad antiangiogénica (Sidky, T.A. and Borden, E.C., 
1987). Se han empleado los diferentes tipos de INF alfa (n1, n2a y n2b) en el tratamiento de sk 

asociado af SIDA aplicado en dosis de 5 - 20 MU/600 - 1800 mg a dado una respuesta de los 
pacientes del 42 al 48 % cuando son cotratados con zidovudina. 

Uno de los inconvenientes principales de! IFN alfa cuando se utiliza en dosis altas es la 

considerable toxicidad y mala tolerancia en un nimero importante de pacientes. El efecto 

secundario mas frecuente es el sindrome pseudogripal, con fiebre, astenia, anorexia, cefalea y 
matestar general. Otros efectos secundarios son nauseas, diarrea, leucopenia, hepatotoxicidad y 

cambios leves del estado mental. Puede ser aplicado por via subcutdnea, intramuscular e 
intravenosa (De Wit, R., et. sl., 1988). EL INF alfa y la zidovudina tienen una actividad sinérgica al 

VIH tanto in vitro como in vivo. 

EL FIBROQUEL. 

En 1970, Fitchtelius sugirid que la piel podria funcionar como un érgano linfoide de 
primer nivel comparable al timo. Aunque este concepto no ha sido aceptado, otros 

investigadores han propuesto la existencia de tejidos linfoides asociados a la piel en los que se
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incluyen a los queratinocitos, a las células de Langerhans como células presentadoras de 

antigeno, a las células T de Ia piel de las que se sospecha su existencia desde las primeras 

observaciones de los procesos tumorales cutaneos de las mismas, a las células endoteliales 

de la piel que dirigen a las células T a la dermis y finalmente a los linfonodos. Posteriormente - 

en 1986 fue propuesto el término “sistema inmune de fa piel” para describir la complejidad de 

las células asociadas a la respuesta inmune y factores humorales presentes en la piel normal. 

Asi, se han descrito los constituyentes de la inmunidad celular y humoral del sistema inmune 

de la piel. En lo que se refiere a la inmunidad celular se incluyen a los queratinocitos 

fibroblastos, macréfagos, monocitos, granulocitos, células de Langerhans, células dendriticas, 

células T, y células endoteliales y en la inmunidad humoral a las interleucinas, interferones, 

inmunoglobulinas, factores estimuladores de las colonias, etc. Histol6gicamente el drea 

perivascular de las vénulas postcapilares de ia dermis papilar, la dermis profunda y los 

apeéndices de la piel contienen ta mas alta concentracién de células retacionadas a la respuesta 

inmune del integumento. En estos sitios cercanos a las células endoteliales, los monocitos, 

macréfagos y células T estan frecuentemente presentes. Ademas, pueden observarse células 

dendriticas del tejido que podrian estar relacionadas a las células de Langerhans. En muchas 

enfermedades inflamatorias de la piel estos centros de reactividad perivascular se expanden y 

se encuentran presentes en enfermedades dermatolégicas tales como la vasculitis linfocitica, 

{upus eritematoso cutaneo, eritema exudativo multiforme, etc. Cuando se presenta dafo 

epitelial se producen una cantidad elevada de citocinas y como resultado de esto las células 

endoteliales incrementan la expresion de moléculas de adhesién necesarias para la 

inmigracion de leucocitos de la circulacién. Los tratamientos dermatolégicos han sido 

substancialmente mejorados con !a introduccién de nuevas inmunoterapias entre las que se 

incluyen el uso de ciclosporinas, anticuerpos monoclonales, fotoféresis extracorporal para el 

tratamiento de escleroderma, psoriasis, dermatitis atépica, pioderma gangrenoso, cicatrices 

hipertroficas y/o queloides y muchas otras (Bos, D.J. and Kapsenberg, L.M., 1993). 

Actualmente se han estado estudiando los efectos de un nuevo farmaco llamado 

Fibroquel®, en el tratamiento de algunas de las enfermedades de la piel anteriormente 

descritas. 

El Fibroquel™ es una mezcla irradiada de colagena porcina tipo | y polivinilpirrolidona 

(PVP) que, al ser aplicado por via intramuscular o via subcutanea es degradado en el espacio 

extracelular por la colagenasa y los péptidos generados son a su vez degradados por la
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gelatinasa y otras enzimas inespecificas produciendo oligopéptides y aminoacidos libres. Por 

otra parte la PVP es un polimero inerte que se excreta aproximadamente en un 95% por via 

urinaria en un periodo menor a 24 horas. 

En cultivos de macréfagos y fibroblastos, tratados con Fibroquel”, se observa en los 

fibroblastos un aumento en la sintesis de colagena y una disminucién en su actividad 

colagenolitica, mientras que en los macréfagos la actividad colagenolitica se ve incrementada. 

Este farmaco, aplicado en piel de rata lesionada quirdrgicamente, al 5° dia se observa un 

incremento del tejido de granulacién y rearregio de las fibras de colagena y en el 14° dia se 

observan ademas anexos cutaneos, glandulas sebaceas y foliculos pilosos, siendo posible que 

el rearregio de las fibras de colagena se deba a su capacidad de recambio (Krétzsch, G.E., et. 

al., 1993). 

En humanos el Fibroquel™ ha sido aplicado en cirugia reconstructiva, tratamiento de la 

contractura del tendén de Aquiles y tratamiento de fibrosis dérmica o cicatrizacion hipertréfica 

ylo queloide observandose disminucién del tejido cicatricial y regeneracion tisular. En el 

tratamiento de la contractura del tendén de Aquiles, el tratamiento actual incluye terapia fisica, 

uso de moldes nocturnos o cirugia para alargar el tendén. En el estudio realizado para 

determinar tos efectos del Fibroquel en el tratamiento de la contractura del tendon de Aquiles 

Se trataron 21 nifios a quienes se les administro el farmaco en una dosis de 0.2 ml por semana 

durante 8 semanas. Se observé que el Fibroquel™® es capaz de reducir la contractura del 

tendén aumentando la amplitud det arco de movilidad del tabillo de 5° a 20° en un caso y de 5° 

a 10° en el resto de los casos; ademas corrigio el patron de marcha y posicién neutra del pie 

(Hernandez, P.N., 1992). 

En cicatrices hipertréficas y queloides, al aplicar por via intralesional 0.2 m! de 

Fibroquel™ por cada 5 cm de cicatriz, cada semana, y algunas veces hasta por 6 meses, se 

observa disminucién y eliminaci6n de ta sensacién urente, prurito, normocromia, 

reblandecimiento y eliminacién del exceso de fibras. Histologicamente se observé disminucion 

de la cantidad de colagena depositada y arreglo de las fibras de colagena semejante a fa piel 

normal, disminucién del infiltrado celular y correccién en ef contorno epidérmico (Diaz de Leén, 

L., et. af., 1994). 

Por otra parte en el sobrenadante de cultivos de fibroblastos derivados de cicatrices 

hipertrdficas y queloides tratadas con Fibroquel™, el TGF disminuyé en un 60% y el PDGF- 

AB disminuy6 un 80% alcanzando niveles semejantes a los de fa piel normal (KOtzsch, G.E., et. 

al, 1996).
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En otros estudios se ha demostrado que el Fibroquel” también es capaz de disminuir 

parcialmente la expresién de moléculas de adhesi6n como son ELAM-1 y VCAM-1 en las 

cicatrices hipertroficas y queloides en las cuales los niveles de estas moléculas se encuentran 

significativamente elevados (Furazawa-Carballeda, J.G. et. al, 1996).



  

li. HIPOTESIS. 

Silas citocinas y moléculas de adhesion vascular son factores determinantes de la 
proliferacién de las células encontradas en tas lesiones de sarcoma de Kaposi, entonces 
el Fibroquel™ dada su accion sobre estas citocinas y moléculas de adhesién inducira 
modificaciones en las fesiones tratadas localmente con este biofarmaco.
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I. OBJETIVOS. 

OBJETIVO GENERAL. 

Evaluar los efectos de Fibroquel jn vitro e in vivo en el sarcoma de 

kaposi asociado a SIDA. 

OBJETIVCS ESPECIFICOS “IN VITRO”. 

- Determinar la toxicidad del Fibroquel"® en lineas celulares Hut 78, 

HeLA-CD4+ y SK4. 

- Determinar el efecto de! Fibroquel™* en la replicacion del VIH-1 en 

células Hut 78. 

OBJETIVOS ESPECIFICOS “IN VIVO”. 

- Evaluar la evolucién de lesiones de sarcoma de kaposi en 

pacientes con SIDA tratados con Fibroquel™® por via intralesional. 

- Evaluar el efecto del Fibroquel”® en los niveles de linfocitos CD4+, 

CD8+, linfocitos B, linfocitos T activados, células asesinas y 

monocitos en controles sanos no infectados y pacientes VIH-1 

positivos con sarcoma de kaposi. 

- Evaluar fa hepatotoxicidad del Fibroquel* en controles sanos no 

infectados y en pacientes VIH-1 positivos con sarcoma de kaposi. 
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IV, MATERIAL Y METODOS. 

CULTIVO DE LA LINEA CELULAR KS4. Las células KS4 (Dra. Barbara Ensoli National 

Cancer Insitute, Betheseda Ma. USA) se cultivaron en medio RPMI 1640 con glutamina 

(Gibco) y 15 % de suero fetal de ternera (Hyclone ), complementado con 1% fungizona 

(Gibco), 1% piruvato de sodio (Gibco), 1% aminodcidos esenciales y no esenciales (Gibco), 

1% nutridoma HU (Boehringer Mannheim) y oncostatina M diluida 1:1000 (NIH AIDS 

Research and Reference Reagent Program) (MEDIO KS). Se emplearon frascos F75, los 

cuales se cubrieron con solucién de gelatina (SIGMA) al 1.5 % en H,0 y se incubaron a 37 

°C durante 24 horas. Al dia siguiente se aspiré la gelatina y se enjuagé con medio RPMI. 

Posteriomente se descongelaron las células KS4 y se transfirieron a 10 ml de RPMI al 10 % 

con suero fetal de cabra. Se centrifugd a 1200 rpm durante 5 min. Posteriormente se 

resuspendieron en 16 ml de medio KS y se adicionaron las células al F75 las cudles se 

incubaron a 37 °C durante 24 hrs. Cuando las células se hicieron confluentes se aspiré et 

medio del frasco, se enjuagé con PBS y se adicionaron 3 a 5 mi de tripsina (SIGMA) al 4 %, 

cubriendo toda la superficie del frasco. Se incub6 a 37 °C durante 2 min y posteriomente se 

adicionaron 20 ml de PBS (PBS sin Ca®" o Mg*" Na,HPO,, NaCl, KH2PO, ) al frasco. Se 

pasaron las células a un tubo y se centrifugaron a 1200 rpm durante 5 min, se pasaron a un 

F75 y se resuspendieron en medio KS. Se incubaron a 37 ° C durante 24 horas y al 

siguiente dia se cambio el medio. 

TOXICIDAD DEL FIBROQUEL™® EN LINEAS CELULARES. Se emplearon 2 X 

10° células HeLa-CD4+ , 4 X 10° células de sarcoma de kaposi (KS4) y 2 X 10° células Hut 

78, se cultivaron por separado en cajas de 24 pozos hasta alcanzar un 80 % de confluencia. 

Posteriormente se adicioné el Fibroquel al 25, 12.5, 6.25, 3.12% y 0% y se incubé durante 

48 horas a 37°C. Se removio el medio de cultivo de las células HeLa-CD4+ y KS4, se fijaron 

con formaldehido al 5% en PBS durante 5 minutos. Posteriormente se lavaron con agua 

corriente y se tifieron con cristal violeta al 1% durante 5 minutos. Se lavaron con agua 

corriente. Para obtener una distribuci6n homogénea de! colorante se adicionaron 100pi de 

Acido acético glacial al 33% y se agité por 10 minutos. Se midié ta absorbancia en lector de 

ELISA a una longitud de onda de 580 nm. Las células Hut 78 se tiheron con azul tripano y 
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se contaron en camara de Neubauer. Se calculd el % de muerte celular con respecto al 
Control de células no tratadas con Fibroquel®, 

EFECTO DEL FIBROQUEL™* EN LA REPLICACION VIRAL. Se cultivaron 2 X10° 
células Hut 78 infectadas con el virus IIIb en cajas de 24 pozos y se adiciond por duplicado 
Fibroquel™ al 6.25%, 3.125, 1.562, 0.78 % y 0%. Se cultivé durante 14 dias a 37°C en 
atmésfera de 5% de CO,. Se obtuvieron alicuotas de sobrenadante los dias 1, 2, 3, 7, y 14, 
y Se determin fa concentracién de antigeno p24. Se contaron las células vivas y muertas 
mediante tincién con azul tripano. 

DETERMINACION DE ANTIGENO. La determinacién de antigeno se realizé mediante el 
uso del estuche para la deteccién de Ag p24 de VIH-1 por Ensayo Inmunoenzimatico de 
Elisa (Sanofi Diagnostics Pasteur) y de acyerdo al Protocolo establecido, utilizando los 
sobrenadantes obtenidos los dias 1, 2, 3, 7 y 14 de los cultivos de las células Hut 78 
tratadas con Fibroque?®, 

SELECCION DE PACIENTES. Los Pacientes con. sk. que participaron en el estudio 
fueron seleccionados de la consulta extema de! departamento de infectologia del Instituto 
Nacional de Cancerologia y tomando en consideracion que presentaran un sk de tipo 
nodular en etapa inicial y sin complicaciones de edema u otras infecciones secundarias para 
evitar poner en riesgo su vida. Primero se determinaron anticuerpos anti-VIH mediante el 
uso de! ensayo de aglutinacién Serodia (Fujirebio Inc.) y mediante la técnica de Western 
Blot para confirmar ta infeccién por el VIH en fos pacientes con sk. Los tres pacientes tenian 
tratamiento antiretroviral con AZT y aceptaron participar en el estudio, voluntariamente, 
después de que se les informaron los antecedentes del farmaco, los objetivos que se 
pretendia alcanzar con el estudio, el esquema de aplicacién del farmaco y las muestras que 
se deberian colectar durante e! tratamiento con Fibroquef. Los controles eran tres 
personas sanas VIH negativas que accedieron de manera voluntaria a aplicarse el farmaco 
en el mismo esquema de aplicacién que el de los pacientes con sk. La aplicacion del 
farmaco en los controles fue subcutanea en una area de piel seleccionada por ellos 
mismos. Tanto los enfermos como los controles firmaron una hoja de consentimiento.
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DETERMINACION DE ANTICUERPOS ANTI VIH. La determinacién de anticuerpos en 

plasma se realizé mediante el ensayo de alglutinacién SERODIA y Western Blot preparado 

en la UIRH conforme al protocolo establecido. 

APLICACION DEL FIBROQUEL”® EN PACIENTES VIH POSITIVOS CON 

SARCOMA DE KAPOS! Y EN CONTROLES. Para Ia valoracién del efecto del 

Fibroquel* “in vivo" se trataron 3 pacientes con SIDA que presentaban tesiones de sk y 

tres controles sanos, a quienes se tes aplicd el Fibroquel™ en una dosis de 0.2 ml cada 

tres dias durante un tiempo de 2 meses. En tos pacientes se aplicé en una lesién de sk. Se 

obtuvieron muestras de sangre tanto de los pacientes como de los controles al tiempo 0, 1, 

2 y 3 meses. De los pacientes se obtuvieron biopsias de la lesién tratada al tiempo 0 y al 

mes de tratamiento. Las biopsias se tifteron con hematoxilina y eosina y fueron examinadas 

por 3 diferentes patologos. A partir de la sangre se realizaron las siguientes pruebas: 

biometria hematica, pruebas de funcionamiento hepatico, inmunotipificacién de receptores 

CD4+, CD8+, HLA-DR, CD19+, CD56+/CD16+ y CD14. Los resultados cuantitativos y 

cualitativos se evaluaron mediante andalisis estadistico utilizando analisis de varianza 

mediante el uso def programa SAS en computadora PC. 

CITOMETRIA DE FLUJO. Para la determinacién de estos parametros se emplearon 

anticuerpos monoclonales: a) CD3-FITC/CD4-PE,.b) CD3-FITC/CD8-PE, c) CD3- 

FICT/CD19-PE, d) CD3-FITC/anti-HLA-DR-PE, e) CD3-FITC/CD16+CD56-PE, f) CD45- 

FITC/CD14-PE, g) Control igGi/lgG2, (Becton Dickinson). En un tubo de ensayo se 

colocaron 100 pi de sangre completa (colectada en tubos vacutainer con EDTA) y 10 ul del 

anticuerpo, cada uno por separado. Se incubé a temperatura ambiente y en la obscuridad 

durante 45 minutos, posteriormente se lisaron los eritrocitos, y se fijaron las células 

empleando el sistema Coulter Q-Prep. La lectura se realizé empleando un citometro de flujo 

EPICS PROFILE (1 (COULTER). 

BIOMETRIA HEMATICA. Se realizé mediante el uso del aparato COULTER® MAXM 

conforme al protocolo establecido.
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QUIMICA SANGUINEA. Se realizo mediante ef uso del aparato Spectrum (ABBOTT) 

conforme al protocolo establecido. 

OBTENCION DE LINFOCITOS NORMALES (LN). Se obtuvieron las PBMC por 

gradiente de ficoli de un concentrado leucocitario de un donador VIH, Hepatitis B negativo 

del Centro Nacional de la Transfusién Sanguinea. Se tavaron dos veces con PBS y se 

dividieron en tres porciones colocdndose en frascos de cultivo F75 con 40 ml de medio 

RPMI complementado con 20 % de suero fetal bovino (GIBCO) se adicionaron 5 mg/ml de 

fitohemaglutinina (Sigma, Co) y se incubaron durante 72 horas a 37 °C en atmosfera 

humeda y 5 % de CO,. A! final de la incubacién se centrifugaron a 1200 rpm durante 5 min 

en tubos de 50 ml, se resuspendieron en 5 ml de PBS y se contaron en camara de 

Neubauer mediante tincién con azul tripano (INC Biochemicals) haciendo una diluci6n 1:10: 

Se centrifugaron nuevamente y se resuspendieron en la cantidad de medio de congelacion 

(80% suero fetal bovino y 10% DMSO) adecuada para tener de 10 a 12 x 10° cétulas por m! 

de medio de congelacién. Se mantuvieron a -70°C durante 24 hrs y posteriomente se 

colocaron en nitrgeno liquido. Para la alimentaci6n de los cocultivos se descongelaron los 

LN y se resuspendieron en medio de cultiva RPMI 1640 complementado con 20 % de 

suero. Posteriormente se lavaron dos veces con PBS y se resuspendierion en 5 mi de 

RPMI1640 con polibrén (Sigma) durante 30 min a 37 °C en atmosfera humeda y 5% de 

CO,. Se centrifugaron a 1200 rpm durante 5 min, se retiré el sobrenadante y se 

resuspendieron en medio de cultivo con IL-2 humana recombinante 5 Ul/m. 

COCULTIVO. Las muestras de sangre de los 3 pacientes con sk (Psk1, Psk2, Psk3) 

fueron obtenidas en condiciones estériles y en tubos con heparina (Vacutainer 16 x 100 

Becton Dickinson). Se diluyeron con PBS 1:1 y se sometieron a gradiente de ficoll 

colocando 10 mi de sangre diluida en tubos de 15 mi conteniendo 5 mi de Histopaque 

(Sigma Diagnostics) dejando estratificar la muestra. Se centrifugé durante 30 min a 1200 

tpm y evitando el freno del rotor. Se separé el plasma y las PBMC se extrajeron con pipeta 

pasteur y se colocaron en tubos de 15 ml. Se lavaron con 10 ml PBS, se centrifugaron a 

1200 rpm durante 5 min y se repitid el procedimiento una vez mas. Las cétulas se contaron 

y se resupendieron en medio de cultivo RPMI al 20 % de suero fetal bovino con IL-2 25 U/mi 

recombinante humana (Sigma Cet! Culture) para obtener una concentracién de 250,000 
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células por ml. En frascos F25 se establecié el cocultivo colocando las células de los 

pacientes y los LN en una proporcién 1:4. en 4 ml de medio RPMI con IL-2. El cocultivo se 

atimenté en un inicio con 500, 000 LN y posteriormente eri una Proporcion 1:1. Se determind 

la cantidad de Ag p24 (Sanofi) en los sobrenadantes cada 15 dias.



  

CARTA DE CONSENTIMIENTO. 

En base a las recomendaciones para guiar a los médicos en la investigacion biomédica que 

involucre seres humanos en relacién a la adaptada en la 18a. ASAMBLEA MEDICA 

MUNDIAL HELSINKI: Finlandia 1964 y a! revisado por la ASAMBLEA MEDICA MUNDIAL 

DE TOKIO-JAPON EN 1975. 

Yo declaro libre y voluntariamente que acepto participar en el 

estudio: Efecto del Fibroquel™ en el sarcoma de kaposi asociado a SIDA, que se 

realizara en jas Instituciones INC, UNAM; INDRE, cuyos objetivos consisten en: Evatuar los 

efectos del Fibroquel"® en Ia resolucién de lesiones de sarcoma de kaposi. Estoy 

consciente de que los procedimientos, pruebas y tratamientos para lograr los objetivos 

mencionados consistiran en: aplicacién del farmaco via intralesional, toma de biopsias, 

sangre, pruebas de faboratorio: biometria_hematica, quimica_sanquinea, serologia 

cultivo_y citometria y que los riesgos a mi persona seran: Ninguno. Entiendo que del 

presente estudio se derivaran beneficios para: mi_persona_y otras personas en 

condiciones iquales a las mias. Es de mi conocimiento que seré libre de retirarme de la 

presente investigacion en el momento que yo asi fo desee. También que podré solicitar 

informacién adicional acerca de los riesgos y beneficios de mi participacién en este estudio. 

En caso que decidiera retirarme de ta investigacion, la atenci6n que como paciente recibo 

en esta instituciOn, no se vera afectada. 

Datos del paciente. - 

Nombre: 
  

Direccion: 
  

Fecha: Firma: 

Datos de los Testigos. 

Nombre: 
  

Direccién: 
  

Fecha: Firma: 

Nombre: 
  

Direccion: 
  

Fecha: Firma:
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V. RESULTADOS. 

TOXICIDAD DEL FIBROQUEL™® EN LINEAS CELULARES. Para determinar ia 

toxicidad del Fibroque!* en las lineas celulares Hut-78, HeLa-CD4+ y KS4 se realizaron 

cultivos celulares a los cuales se les agrego Fibroquei® en porcentajes de 3.125, 6.25, 

12.5, y 25. Después de la incubacién se determind el % de viabilidad y las diferencias 

entre las medias aritméticas fueron evaluadas por una prueba de Tuckey. Se observé que 

los porcentajes de Fibroquel* de 12.5 y 25% fueron igualmente téxicos para jas tres 

lineas celulares empleadas y jos porcentajes de 3.25 y 6.25 fueron 50% y 90% mas 

toxicos para la linea celular KS4 comparados con las lineas celulares Hut-78 y HeLa- 

CD4+ para las cuales resultaron ser igualmente toxicos (Figura 1). 

EFECTO DEL FIBROQUEL"® EN LA REPLICACION VIRAL. Para determinar si el 

-Fibroquel™ podria influir en ta replicacién def VIH-1 se culfivaron células Hut-78 

‘permanentemente infectadas con el virus Ilib a las cuales se les afiadié Fibroquel en 

porcentajes de 6.25, 3.125, 1.56, 0.78 y se midié Ag p24 en alicuotas del sobrenadante 

obtenidas los diast, 23, 7 y 14. Se observ6 que la produccién de Ag p24 no es afectada 

por ia presencia del Fibroquei™* (Figura 2). 

DETERMINACION DE ANTICUERPOS ANTI-VIH. Se realizé la determinacion de 

anticuerpos anti-ViIH mediante el uso del estuche Serodia y la técnica de Western Blot. 

Los tres pacientes con sk eran positivos a VIH-1 y fueron confirmados por Western Blot 

presentando un patron completo de proteinas de VIH. (Figura 3). 

PARAMETROS INMUNOLOGICOS DE LOS PACIENTES VIH POSITIVOS CON 

SK Y DE LOS CONTROLES. Para valorar los efectos del Fibroque!® en el sistema 

inmunoldgico: tanto de los pacientes con SIDA, asi como de los controles sanos, se 

inmunotipificaron los antigenos CD4, CD8, HLA-DR, CD19, CD56-CD16 y CD14 mediante 

citometria de flujo al tiempo 0, 1. 2, y 3 meses. Los resultados obtenidos en porcentajes 

se sometieron a analisis estadistico mediante una prueba de analisis de varianza con un 

valor de significancia de p<0.05. Se encontré que existid diferencia significativa en los  
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Figura 3. Determinacién de anticuerpos anti-VIH-1 por 
Western Blot y Serodia en los pacientes con sarcoma de kaposi. 
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parametros CD8 y CD14 tanto en tos controles como en los pacientes con sk. En los 

pacientes con sk también se encontré diferencia significativa en CD4 y CD19. (Tabla 1). 

QUIMICA SANGUINEA. Para medir los posibles efectos adversos del Fibroquel se 

realizaron determinaciones de fosfatasa alcalina, gama glutamil transferasa, globulina, 

transaminasa glutamico pirdvica, relaci6n albUmina/globulinas, proteinas _ totales, 

deshidrogenasa tactica, bilirrubina directa, bilirrubina indirecta, albumina al tiempo 0, 1, 2, 

y 3 meses. Los resultados obtenidos se sometieron a una prueba de analisis de varianza 

con un vaior de significancia de p<0.05. No se observo diferencia significativa en ninguno 

de fos parametros medidos en los controles y tampoco en los pacientes con sk (Tabla 2). 

BIOMETRIA HEMATICA. Para medir los efectos adversos del Fibroquel”® se 

realizaron determinaciones de eritrocitos, plaquetas, hemoglobina, hematocrito, volumen 

corpuscular medio, hemoglobina corpuscular media, concentracibn media de 

hemoglobina corpuscular, monocitos, leucocitos, neutrofilos, linfocitos, eosindfilos y 

bas6filos al tiempo 0, 1, 2, y 3 meses. Los resultados obtenidas se sometieron a una 

prueba de analisis de varianza con un valor de significancia de p<0.05. No se observo 

diferencia significativa en ninguno de los parametros medidos en los controles y tampoco 

en los pacientes con sk (Tabla 3). 

EFECTO DEL FIBROQUEL™® EN LAS LESIONES DE SARCOMA DE KAPOSI. 

Se aplicd Fibroquel™® a tres pacientes con sarcoma de kaposi en una de sus lesiones en 

una dosis de 0.2 ml cada 3 dias durante 2 meses. En los tres pacientes se observé 

aclaramiento del color de la lesién acompafiado con descamacién al mes de tratamiento. 

Los tres pacientes reportaron disminucién del dolor en la lesién y ardor al momento de la 

aplicacion (Figuras 4,5, 6 y 7). 

ANALISIS HISTOPATOLOGICO DE LAS LESIONES DE SARCOMA DE 

KAPOSI AL INICIO Y AL MES DE TRATAMIENTO CON FIBROQUEL™®. aj 

tiempo 0 es posible observar en las biopsias, de las lesiones que fueron tratadas, 

estructuras caracteristicas del sk como son grietas y hendiduras vasculares, canales 

vasculares creciendo alrededor de anexos y células endoteliales neoplasicas (Figuras 8, 9



  

TABLA 1 
EXPRESION DE RECEPTORES DE SUPERFICIE CELULAR DE LOS 

PACIENTES VIH-1 POSITIVOS CON SK Y DE LOS CONTROLES TRATADOS 
CON FIBROQUEL"® 

% % % % % % 
cba cos cb19 CO1G/ICO56 | CD14 HLA-DR 

29 - 57 11-38 1.2-20.4 5.6 - 30 3.5 - 20.6 

39 24 1 fi 28 
37 14 1 34 

Al 14 
42 26 At 26 

44 10 18 10 13 

46 10 12 8 13 
42 i 1 

48 9 18 3 45 
43 12 16 18 18 

45 1 4 14 18 
4 "1 4 3 15 
46 4 21 5 15 

MEDIA 43.2 15.58 19 

DE. 1.82 . 2.603 

a 
o
l
o
l
o
l
o
l
o
l
o
l
o
j
o
f
o
l
o
|
o
l
o
l
s
=
 

P<0.05 0.2180 . .24, 

Psk. .! 40 uN 
Psk. . 1 
Psk; ND ND 
Psk; NO NO 

70 3 

70 7 

69 Vi 13 

75 17, 13 
1 1 

.! 70 22 7 
Psk: 70 20 12 

MEDIA : 72. 17. . 34 
D.E. 0 687, 4. 
P<0.05 Q 0.006 0.0001 0.4902 0.0143 0.2114 

  

C. controtes. Psk. paciente VIH+con sarcoma de kaposi. Los numeros antes del punto diferencian a cada uno de ios 

controles y de los pacientes. Los numeros después del punto indican el tiempo (meses} en el que fue tomada la muestra 
para el analisis. ND. No determinado por muerte del paciente. D.E. Desviacién estandar. V.R. Valores de Referencia: No 
han sido determinades en la poblacién mexicana. Estos valores de referencia corresponden a una poblacién de hombres. 
entre 18 y 70 arios de edad de Baja california, Estados Unides y Europa



TABLA 2 
RESULTADOS DE LA QUIMICA SANGUINEA DE LOS PACIENTES VIH-1 

POSITIVOS CON SK Y DE LOS CONTROLES TRATADOS 
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CON FIBROQUEL”* 

FA GGT GLoB TGP TGO AIG PROTT DHL BO BI ALB 

VR. | 32-130] 11-63 |] 2.3-3.5 3-69 | 8-46 4.1-1.9 6.5-8.4 101-206 | 0.1-0.4 | 0.2-1.6 | 3.4-4.8 

UL UI/L DL UE. UvL g/DL UL ma/dt mag/di g/dl 

Cio 88 14 3.2 37 17 15 8.1 152 0.8 0.8 49 

Cur 78 11 2.8 43 18 1.7 7.5 123 0.6 0.8 47 

Ciz 81 NO 3.2 40 21 1.6 8.2 169 1.5 it 5 

Cis 73 10 2.6 24 21 1.8 7.3 147 1.2 4 47 

Cro 97 12 3.5 25 24 1.3 8 149 07 0.6 45 

Coy 88 aul 3.3 27 26 14 8 421 06 0.5 47 

C22 84 ND 3.6 16 2t 1.2 7.9 152 07 03 43 

C23 73 14 3.3 25 28 13 77 158 6.7 0.4 44 

Co 81 46 33 78 45 15 8.2 217 0.6 0.6 49 

Car 66 30 3 74 35. 14 7A 168 0.4 0.3 41 

Ca2 72 ND 3.7 49 42 1.2 8.2 215 0.8 0.4 4.2 

Ca3 69 35 3.3 43 42 1.3 77 199 0.5 0.4 44 

Media | 79.16 | 20.3 3.23 39.8 | 28.33 1.43 7.82 164.16 0.60 0.75 4.56 

D.E. 3.9 4.43 0.151 9.03 3.38 0.110 0.30 7.95 0.151 0.200 0.250 

P<0.05 | 0.986 | 0.29 0.263 0.151 | 0.577 0.365 0.101 0.003 0.767 0.127 0.513 

Pskio 473. 4112 3.6 ag 102 Og 7 271 Os 0.3 34 

Pskiy 324 244 3.0 56 101 1.3 7 ND. O68 0.3 4 

Pskiz ND NO ND ND ND ND. ND ND ND ND ND. 

Pskis ND ND NO ND ND ND. NO ND ND ND ND 

Pskzo 121 47 3.8 49 32 1.2 8.5 190 0.4 0.4 47 

Pskai 123 38 4.4 43 45 1 9 244 0.2 04 4.6 

Pske 103 33 41 33 3t 1 8.2 208 0.3 0.1 44 

Pskaa 127 51 3.8 36 37 1.1 7.9 NO 0.3 0.3 41 

Psk39 94 339 45 47 44 1 9.4 236 0.4 0.3 46 

Psk31 1 167 40 29 36 1.2 87 213 0.2 0.4 47 

Psk32 89 150 4.0 36 26 411 8.3 159 0.2 0.1 4.3 

Pskaa 140 245 44 48 41 0.8 8.1 ND. 0.2 0.2 3.7 

MEDIA | 138.50 | 142.60 3.96 42.60 | 49.50 1,060. 7.18 217.28 9.33, 0.28 4.22 

D.E. 45.441 | 80.84 0.378 8.61 5.843. 0.185 0.298 0.549 0.093 0.001 0.237 

P<0.05 | 0.356 | 0.785 0.818 0.466 | 0.305 0.285 0.125 0.002 0.231 0,112 0.252                       
  
  

  
C. control sano. Psk. paciente con sarcoma de kaposi. Los nmeros antes dei punto idiferencian a cada uno de los controles y 
de los paacientes. Los numeros después det punto indican el tiempo en ef que fue tomada ta muestra para el anatisis. FA. 

. TGP. transaminasa glutamico pinivica, TGO. 
transaminasa glutamico oxatacética, A/G, relacién albumina gtobulina, PROTT proteinas totales, DHL. deshidrogenasa !actica, 

fosfatasa aicalina, GGT. gamma glutamil transaminasa, GLOB. globutina 

BD. bilirrubina directa, BI. bilirrubina indirecta, ALB. albumina g/dl, ND. No determinado. 

   



  
  

TABLA 3 
RESULTADOS DE LA BIOMETRIA HEMATICA DE LOS PACIENTES VIH-1 

POSITIVOS CON SK Y DE LOS CONTROLES TRATADOS 

  

  

  

  
  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  
  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  
  

  

  

  

  

  
  

  

  

  
  

  

                              

CON FIBROQUEL”® 

ERI | PLA |HEMO|HEMAT vem | Hom [CHCM| MON | LEU | NEU | LIN | EOS | BAS 
VR 14.7-6.1| 130-400 | 14-18 | 42-52 [80-94 | 27-31 | 33-37 | 2-9 | 48-108) 40-75 | 20-50] 0-3.) 0-2 

x10° | x10° | got | % e po_| gid % x10" % % % % 
Cro 4.92 216 15.7 46.3 93.6 31.8 34 7 5400 42 48 3 o 
Ci | 568 | 179 [ 178 | 54.7 | 962 | 31.4 | 33 5 4900" [54 42 2 0 
C2 | 525 | 230 | 168 | 501 | 955 | 321 | 34 7 4500 | 46 45 3 2 
Cy | 499 | 154 | 155 | 464 [ 93 [ 311 | 34 4 5100 | 54 35 4 0 
Coo | 547 | 171 15.8 | 47.4 | 367 | 289 | 33 5 4800 | 57 36 1 0 
Coy | 5.84 tes [ 171 | 499 | 85.9 | 295 | 34 6 4800 | 62 30 2 0 
Caz | 5.75 | 178 | 167 | 505 | 878 | 291 | 33 7 4900 | 66 26 i 0 
Cz; | 567 | 132 | 165 | 497 | 87.7 | 291 | 33 6 3400_| 62 31 2 0 
Cro | 5.68 | 190 16 | 474 | 633 | 281 | 34 12 | se00 | 60 25 2 0 
Cas 5.66 195 16.1 49.9 84 28.4 34 10 4800 55 Ros 2 oO 

Caz _| 5.72 | 174 | 158 | 505 | 83.8 | 276 | 33 10 | 5000 | 54 33 1 0 
Cas | 593 | 162 | 16.1 | 48.9 | 824 { 271 | 33 8 4600_[ 57 v4 2 0 

MEDIA | 5.54 | 178.91 | 16.32 | 49.30 | 88.32 | 29.51 [33.42 | 7.25 | 4816 | 5550] 34.91] 2.08 | 0.16 
OE. 0.210 16.77 0.573 | 1.918 | 1.091 | 0.408 | 0.599 | 1.190 468.7 4.336 1 5.575 | 0.601 | 0.577 

P<0.05 | 0.322 | 0.054 | 0.165 | 0.101 | 0.439 [0.455 | 0.972 | 0.224 | 0.239 | 0640 | 0.924 | 0316 | 0.454 

Pskio 4.05 120 12.5 37 91.2 30.7 33.7 79 4200 68.3 19.2 3.3 0.5 
Pskiy | 3.99 | 102 7 126 [ 364 [ 91.2 [316 | 346 | 62 | 5700 | 614 | i621) 157 1 06 
Pskiz | ND ND NO [| ND [| NO | ND [ ND [NOD ND ND [ND | ND | NO 
Pskis_[ NOD. ND. NO [| ND | NO | ND | ND | ND NO ND { ND | NO | ND 
Pskzo | 4.73 | 236 | 155 [ 444 [938 | 327 | 349 | 52 | 4300 | 503 | 423 | 22 0 
Pskoi | 477 | 235 | 186 | 441 | 925 | 328 | 355 | 6 4700 | 529 | 38.1} 28 | 0.2 
Pskz2 | 3.8 273 | 126 | 366 | 961 | 33 | 344 [ 66 | 3700 | 444 | 434) 5 0.6 
Pskz3 3.6. 271 12 33.9 94 33.3 35.4 7.2 4200 53.6 36.3 29 0 
Psk3o0 5.47 308 16.5 49.6 90.8 30.2 33.2 21.7 2200 35.9 41.6 0.4 0.4 

Psks1 5.1 276 16 47.4 92 31.2 a“ 15.9 2800 46,1 36.4 11 0.5 
Psky2 | 5.04 | 285 | 15.5 | 456 | 906 | 308 | 34 16 | 2300 | 33 48 3 0 
Psk33 5.72 257 17.6 51.3 89.6 34.3 34.3 9.9 4500 72.5 16.9 07 9 

MEDIA | 4.59 | 236.30 | 14.64 [ 42.60 | 92.18 | 32.06 [ 34.40 | 1052 | 3822 | 50.01 | 35.47 | 3.75 | 0.25 
OE. | 0.455 | 22.718 [ 1.435 | 3.888 | 1.321 | 0.981 | 0.356 | 3.789 | 3425 | 9.923 | 3.7091 0 | 0.268 

P<0.05 | 0.899 0.061 0.928 {| 0.908 | 0.619 | 0.163 | 0.119 | 0.602 0.445 0.239 | 0.032 0 0.466       
  

C. control sano. Psk. paciente con sarcoma de kaposi. Los numeros antes del punto diferencian a cada uno de los controles y de los pacientes. 
Los numeros después de} punto indican el tiempo en el que fue tomada la muestra para el analisis. ND. No determinado por falta de reactivo o 
por muerte del paciente. V.R. Valores de referecnia. ERI eritrocitos, PLA plaquetas, HEMO hemoglobina, HEMA hematoctito. VCM votumen 
corpuscular medio, HCM hemoglobina corpuscular media, CHCM concentracidn corpuscular media de hemoglobina, MON monocitos. LEU 
jeucocitos, NEU neutrofilos, LIN linfocitos, EOS eosinéfilos, BAS baséfilos.
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Figura 4, Lesion de sarcoma de kaposi al inicio del tratamiento con 
Fibroquef"®. , 

  
  

  

          

    Figura 5. Lesion de sarcoma de kaposi al mes de tratamiento con 
Fibroquel’. 
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  Figura 6, Lesion de sarcoma de kaposi al inicio del tratamiento con 
Fibroquef"®. 

  
  

  
          
  Figura 7. Lesién de sarcoma de kaposi al mes de tratamiento con 
Fibroquel™ a
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10, 11 y 12). Al mes de tratamiento es posible observar estroma edematoso laxo con 

escasas estructuras vasculares (Figuras 13, 14 y 15).
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Figura 8. Crecimiento nodular de sarcoma de kaposi con vasos morfolégicamente 
similares a capilares, en la parte Superior derécha se observa “penacho" 
perivascular caracteristico de proliferacion de kaposi (pretratamiento con 
Fibroquef"*). 
  

  
  

    
  
    Figura 9. “grietas y hendiduras” vasculares con espacios claros de células 
endoteliales neoplasicas pre-tratamiento con Fibroquef® (H&E 600X). 
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Figura 10, Sarcoma de Kaposi grado I! combinacién de estructuras vasculares semejando 
tejido de granulacién con hendiduras vasculares en un patron de crecimiento nodular denso 
pre-tratamiento con Fibroquef(HE 600X). 
  

  
  

  
  
  

    Figura 11. Canales vasculares creciendo alrededor de los anexos que conservan fa 
morfologia caracteristica, se observa patrén vascular prominente pre-tratamiento con 
Fibroquef™. 
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Figura 12. tmagen a mayor aumento de fa figura 13 con espacios vascutares perianexiales 
claramente visibles pre-tratamiento con Fibroquef (H&E 800X). 

  
  

wey MS 

~ 8 
    

            

Figura 13. Sarcoma de Kaposi post- tratamiento con Fibroquel™, se observa un estroma 
edematoso faxo, con escasas estructuras vasculares HE 600X.
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Figura 14. Estroma edematoso laxo de sarcoma de kaposi post-tratamiento con Fibroquef 
con escasa densidad vascular y vasos del tamafio de capilares (H&E 800X). 

  
  

  
          
      
Figura 15. Sarcoma de Kaposi post-tratamiento con Fibroquel™, se observa un estroma 
edematoso laxo, con escasas estructuras vascutlares HE 600X.
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Vi. DISCUSION. 

Actuaimente, todavia no se dispone de un tratamiento médico que resuelva en su 

totalidad las lesiones de sk, debido a la serie de factores que se encuentran implicados 

en la etiopatogenia de esta enfermedad, por lo tanto, los tratamientos estan enfocados a 

controlar la produccién de nuevas lesiones y la enfermedad rapidamente progresiva, asi 

como el edema y la afectacion pulmonar; a resolver problemas de tipo estético, lesiones . 

dolorosas. Debido a estas deficiencias, se estan investigando una serie de tratamientos 

que incluyen farmacos, citocinas, proteinas u otros compuestos entre las que se puede 

mencionar la IL-4 que inhibe el crecimiento de la células sk y disminuye la expresion de 

IL-6 y oncostatina-M, los retincides que pueden inhibir la expresién de algunas citocinas 

(IL-6), el polisulfato de pentosan, el polisacarido sulfatado péptido glican (SP-PG) y el 

factor 4 plaquetario recombinante, éstos tres ultimos con actividad inhibitoria de la 

angiogénesis. También se estan realizando ensayos clinicos con linfocitos citotaxicos e 

infusién de IL-2 (Ingeber, D., et. al., 1990; Kanh, J., et. al., 1993; Klimas, N., 1993). Por lo 

tanto ef Fibroquel* , mezela de colagena tipo t y PVP, no es el Unico farmaco con tales 

caracteristicas, que se ha probado en el tratamiento del sk. En afios anteriores se 

aceptaba que la colagena no tenia ninguna funcion especifica y que solamente era una 

proteina que daba soporte al organismo, sin embargo, actualmente se esta probando en 

el tratamiento de artritis reurnatoide (Trentham,D.E.., et. al., 1993; Baringa, M., 1993) por 

lo que no es de sorprender que el Fibroquel® y otros farmacos relacionados estén siendo 

utilizados en el tratamiento de patologias para !as cuales atin no se ha encontrado un 

tratamiento definitive. 

Para evaluar los efectos del Fibroquel™* en el sk asociado a SIDA se realizaron 

experimentos tanto in vivo como in vitro que permitieron establecer que este farmaco es 

capaz de inducir modificaciones en esta patologia 

Para realizar los ensayos in vivo se seleccionaron tres pacientes con sk en los 

que primero se confirmé la presencia de anticuerpos anti-VIH. Los tres pacientes 

presentaron un patron completo de anticuerpos anti-VIH y con esto se aseguré que ei sk 

que se trataria con el farmaco estuviera asociado a SIDA. 

Antes y después del tratamiento con el farmaco, se midid la expresion de 

receptores de superficie en los pacientes con sk y los controles. Los controles 

seleccionados fueron personas VIH negativas, esto debido a las variaciones en los 

pacientes con sk-SIDA que ya han sido reportadas y que pueden ser explicadas por la 

infeccién con el VIH. Estas variaciones pueden ser resumidas en defectos inmunoldgicos 
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caracterizados por anormalidades como son: disminucidn de las células CD4+ y aumento 

de las células T CD8+, activacién de las células B y pobre respuesta antigeno especifica, 

asi como también matignidades de tas células B, defectos humorales y celulares 

originades por ias células asesinas y alteraciones en los macréfagos en los que se 

presenta disminucién de la quimiotaxis y de la fagocitosis. Estas alteraciones ocasionan la 

falla de la inmunidad citotéxica ante e! establecimiento de tumores (Bollinger, R.C. and 

Siliciano, R.F., 1992 y Schroff, R.W., 1983). También existen diferencias en las 

variaciones de caracter inmunoldgico entre pacientes debidas a fas infecciones 

oportunistas. Por todo jo anterior, era dificil establecer si el Fibroquel™® producia 

alteraciones a este nivel en el grupo tratado y aunque no se esperaba ningun tipo de 

alteracién en estos parametros, se incluyeron personas sanas tratadas como controles y 

no a otros pacientes con sk no tratados. 

El analisis estadistico mostré diferencias significativas (Tabla 1) en los valores de 

CD8+ y CD14+. Sin embargo, la diferencia en el CD8+ esta dada, tanto en los controles 

como en los pacientes, con base en las variaciones entre !os constituyentes de cada uno 

de ios grupos y se mantiene dentro de los valores de referencia de CD8+ que van de 11a 

38 % (Figura 16). 

En fo que respecta al CD14 se observé una diferencia significativa debida al 

tratamiento con Fibroquel™® (Figura 17), observandose una disminucién de este marcador 

en los controles y aumento en los pacientes. En lo que respecta al CD14+ se puede 

observar en Ia figura 17, que en los controles, hay una constante disminucién del % de 

este parametro casi al 50% en el primer mes de tratamiento e igualmente del primero al 

segundo mes, manteniéndose asi hasta el tercer mes, de seguimiento, en tanto que en 

los pacientes se presento un constante aumento de este valor que disminuyd flegando a 

niveles normales al tercer mes, de seguimiento. Se desconoce el mecanismo por el cual 

el Fibroquel™ puede modificar la produccién del TNFa, Ia IL-1, el TGBB y ef PDGF. Sin 

embargo, se sabe que ei CD14 es una glicoproteina que se encuentra anclada al glicosil 

fosfatidil inositol y esta distribuida en monocitos , macréfagos , neutrdfilos, algunas 

células B y células dendriticas y es un receptor para el lipopolisacarido que puede 

transducir sefiales conilevando a estallido respiratorio y a la sintesis del TNFa y este 

receptor podria tener alguna significancia en la produccién de sefales que estimulen a las 

células T aloreactivas y en el proceso de fagocitosis (Williams, J.W, 1995). 

Se desconoce el valor de referencia de este parametro por lo que no se puede 

establecer si este aumento o disminucién es importante a nivel funcional, sin embargo,
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Figura 17. Variacién del % de CD14 en los controles 

y en fos pacientes tratados con Fibroquel MR 
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podria ser uno de los mecanismos por los cuales el Fibroquel® induce la disminucién del 

TNFa. 

En los valores de CD4+ se observaron diferencia significativas sdlo en los 

pacientes, sin embargo estas diferencias son debidas a las variaciones que hay entre los 

constituyentes del grupo y no al tratamiento con el farmaco (Tabla 1). Los CD4+ en los 

pacientes, se encuentran significativamente disminuidos con respecto a los controles, 

caracteristica principal de los infectados con el VIH (Figura 18). 

También se observo una diferencia significativa en los valores del CD19, pero 

estas variaciones, igual que en el CD4+ se deben a las diferencias entre pacientes 

(Figura 19). 

Por otra parte, y refiriéndose a los resultados histopatolégicos de las biopsias de 

tos pacientes at tiempo cero y al mes de tratamiento, algunas citocinas inflamatorias tales 

como la IL-18, el TNFa, y ef INF estimulan el crecimiento de las cétulas sk y estas células 

producen altos niveles de FGFb que median de una manera autécrina y pardcrina et 

crecimiento de las células endoteliales y la angiogénesis. En las biopsias post-tratamiento 

con Fibroquel”® se observé disminucién de las estructuras vasculares y de las células 

fusiformes, cambios que probablemente se estan dando debido a la capacidad del 

Fibroquel™” de modificar la IL-1 y TNF (Datos no publicados) necesarios para estimular el 

crecimiento de las células sk. En fo que respecta al VIH la proteina tat potencia la 

actividad del FGFb, induciendo la angiogénesis y la inflamacién de la lesion de sk debido 

a que la regién RGD de tat que se une a jas integrinas «581 y avB3 media la migracion e 

invasion de las células de sk y provee a las células de una sefial requerida para el 

crecimiento de éstas, en respuesta a un estimulo angiogénico. El TGFB1 puede inducir la 

expresion elevada de la integrina a5B1 e incrementar su funcién adhesiva en el fenotipo 

CD8+ activado por anti-CD3+. Ha sido propuesto que et TGFB1 podria inducir el 

crecimiento indirectamente por la regulacién de otros factores de crecimiento o sus 

receptores, © por el contro! de moléculas de adhesién que pueden también promover el 

crecimiento celular. TGFB1 regula la expresién de varios receptores de adhesion 

incluyendo integrinas B1 y B2 y algunos de sus ligandos incluyendo proteinas de matriz 

extracelular como Ia fibronectina y la colagena. Los estudios con células no linfoides 

indican que los eventos de sefializacién dados por factores de crecimiento y adhesion 

también contribuyen al perfil de crecimiento celular al proveer proteccién a tas células de 

la apoptosis (Rich, S. et. al., 1996). Ya que el TGFB1 incrementa la expresién de la 

integrina a5B1 con la cual interacciona tat para promover la angiogénesis, es posible que 

la disminucién de estructuras vasculares en la biopsias de sk tratadas con Fibroquel”® se
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Figura 18. Porcentaje de CD4 en los controles y 

pacientes tratados con Fibroquel MR 
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Figura 19. Porcentaje de CD19 en los controles y 

pacientes tratados con Fibroquel MR 
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deba a que, este farmaco induce la disminucidn de citocinas inflamatorias, molécutas de 

adhesion, TGFB1 e integrinas que estan estimulando el proceso de angiogénesis. 

Las modificaciones producidas por el Fibroquel“* también pudieron ser 

observadas a nivel macroscépico ya que fas lesiones tratadas presentaron aclaracién con 

la aplicacién del farmaco observandose rosadas o blancas como se muestra en las 

figuras 5,6,7 y 8. La pigmentacién de las lesiones es causada por una alta densidad de 

capilares y por los depdsitos dé hierro intracutaneo (Boger, R.J.. et. al, 1993). 

Probablemente el cambio de coloracién a ia aplicacién de Fibroquel™™ esté dado por la 

remodelacién del tejido generada por fa disminucién de citocinas que influyen en la 

exacerbacion del tumor, estimulando a las células fusiformes y a la produccién de 

estructuras vasculares, sin embargo, esto no ha sido probado. 

Los examenes de laboratorio de quimica sanguinea y biometria hematica (Tablas 

2 y 3), tanto de los pacientes como de los controles, antes y durante el tiempo de 

tratamiento, permitieron establecer que el farmaco no es toxico, y estos resultados eran 

de esperarse debido a la naturaleza del Fibroquel™®, 

£n lo que se refiere a fos experimentos in vitro, con el objeto de establecer si las 

modificaciones de las lesiones de sk en los pacientes se estaban dando por muerte 

celular debida al pH 4 del Fibroquel"®, éste se adiciond, en diferentes porcentajes, a 

cultivos de células Hut 78, HeLa-CD4+ y KS4. Se observé que la linea KS4 presento 

mayor sensibilidad al farmaco con respecto a las otras lineas, sin embargo, se sugiere 

que la resolucion de la lesién podria deberse probablemente a un efecto sinérgico entre la 

muerte de las célutas sk y la modificacién de citocinas. 

Finalmente se probé si el Fibroquel® a dosis no téxicas podria inhibir ta 

replicacion viral del VIH en la linea Hut-78 infectada con el virus fll-b, si asi se hubiera 

dado, se podria sugerir que e! proceso angiogénico no sdélo disminuiria por tas 

modificaciones en las citocinas antes mencionadas, sino también por disminucién det VIH 

y a su vez de la proteina tat que participa directamente en la generacién de ta 

angiogénesis. La posibilidad de que el farmaco inhibiera la infeccién de! VIH era casi nula, 

sin embargo, basados en que el Fibroquel™ esta constituido por colagena y el CD26 

(Torimoto, Y., et. al., 1992), correceptor para la entrada del VIH a los linfocitos, tiene el 

epitépo Tal que sirve para la unién de la cola4gena cuando se da la activacion de jas 

células T (Gijs, A., et. al., 1991).. y es el punto de unién del asa V3 de la glicoproteina 

gp120 de! VIH, entonces ai competir por el recepetor tanto la colagena como el VIH, se 

induciria ta disminucién de virus. Sin embargo, en la figura 2 se puede observar que la 

cantidad de antigeno p24 no varia con respecto al contro! por lo que se sugiere que el
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farmaco no inhibe !a replicacion del VIH-1 lo cual coincide con los reportes hechos por 

otros investigadores, que han probado que incluso aunque haya deficiencia de! CD26 el 

VIH puede entrar a la célula mediante otros mecanismos. 

Aunque mediante el uso de! Fibroquel™®, se pueda modificar el balance de 

citocinas y asi disminuir el proceso angiogénico, no hay que olvidar que uno de los 

factores etiolégicos considerados en la generacién del sk y quiza el que actualmente se 

acepta mas ampliamente, es el HHV-8, virus del tipo herpes que podria estar 

contribuyendo en la formacién de la lesién. Como atin no esta clara la etiopatogenia del 

sk, es necesario ampliar las investigaciones en el uso de terapias combinadas que esten 

encaminadas a atacar no solo algunos de los factores etioldgicos hasta ahora 

considerados, ya que como en el caso del HHV-8, aunque e! Fibroquel™ puedan inducir 

una disminucién significativa de citocinas, tal vez con ésta accién no podra ser anulada la 

participacién del HHV-8.
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Vil. CONCLUSIONES. 

El Fibroquel™ es capaz de inducir modificaciones en el sarcoma de kaposi tanto in 

vivo como in vitro. 

El Fibroque!™® result6 ser téxico en un 50 % para las células SK4 a dosis no téxicas 

para las células HeLa-CD4+ y Hut -78. 

MP 
El Fibroquel” no afectd la replicacién viral del VIH-1 en las células Hut - 78. 

El Fibroquel”® no resolvié las lesiones de sarcoma de kaposi en los pacientes tratados, 

*~sin embargo indujo el cambio de coloracién, la descamacién y la disminucién de vasos 

sanguineos. 

Las lesiones tratadas con Fibroquel“® presentaron escasa densidad vascular y vasos 

del tamafio de capilares. 

El Fibroquel® disminuyo los niveles de expresién de la molécula CD14 en los 

monocitos de los controles sanos. 

MR 
El Fibroquel”” no caus6 efectos hepatotdxicos en los individuos tratados.
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