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RESUMEN

Introduccion. Las heridas crénicas se caracterizan por su incapacidad de sanar por si mismas. Material y métodos. En el presente
trabajo se caracteriz6 la localizacién de B-catenina y PCNA en biopsias plantares provenientes de la zona de epitelizacion de
pacientes con DM2 y PD (grado 1/escala Wagner) mediante inmunohistoquimica. Resultados. Nuestros resultados sugieren que
[-catenina no tiene una localizacién citoplasmatica o nuclear en la epidermis de biopsias plantares de pacientes con DM2; sin
embargo, B-catenina presenta una localizacion en estratos basales y suprabasales; adicionalmente, los estratos suprabasales son
positivos a la tincion para la proteina PCNA. Conclusidn. Los resultados de este estudio apoyan la nocion de que los patrones de
diferenciacion y proliferacion celular estan afectados en la piel plantar de los pacientes con DM2.
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ABSTRACT

Introduction. Chronic wounds are characterized by its lack of self-repairing. Material and methods. In the present work, we
immuno-detected the location of B-catenin and PCNA proteins in plantar biopsies derived from the epithelization zone of DM2
patients (Wagner scale/grade 1) by immunohistochemistry. Results. Our results suggest, that B-catenin its not located in the
cytoplasm or nucleus of epidermal cells from DM2 patients; however, -catenin is located in the basal and suprabasal stratums;
additionally, the suprabasal stratum contains PCNA-positive cells. Conclusion. This report supports the notion that the proliferation/
differentiation patterns are disregulated in the plantar skin of DM2 patients.
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INTRODUCCION

La diabetes mellitus tipo 2 (DM2) es una enfermedad
crénica, multifactorial y de prevalencia creciente. Su pre-
valencia mundial en el ano de 1996 fue de 120 millones
de personas, y se estima que para el ano 2030 esta cifra se
incremente a 366 millones de personas como consecuen-
cia del aumento en la expectativa de vida, la obesidad, el
sindrome metabélico y una vida sedentaria.” El aumento
en la poblacién diabética se espera que sea de 40% en los
pafses desarrollados, y de hasta 70% en los paises en vias
de desarrollo. Actualmente, México cuenta con 3.8 millo-
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nes de diabéticos y se encuentra dentro de los diez paises
con mayor nimero de diabéticos en el mundo.?

Dentro del esquema de complicaciones mas comunes
en los diabéticos se encuentran las cardiopatias, neuropa-
tias, retinopatias y las lesiones crénicas que componen el
cuadro clinico del pie diabético (PD).? El PD es un término
que engloba alteraciones circulatorias, neuropatias diabé-
ticas, retardamiento en el cierre de las heridas, infeccio-
nes, gangrenay la pérdida del miembro afectado. Las heri-
das cronicas del PD son un serio problema de salud, y se
caracterizan por su incapacidad para sanar por si mismas,
haciéndolas de dificil manejo en la clinica. Generalmente,
una lesion se considera cronica cuando no sana en un pe-
riodo igual o mayor a tres meses.*

Para prevenir la insuficiencia vascular en el PD, es nece-
sario controlar los niveles de az(Gcar en la sangre; no obs-
tante, una vez sufrida una lesion, el proceso de recupera-
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cion no mejora controlando los niveles de azucar. Esto
podria sugerir que existen complicaciones adicionales en
la piel del paciente con DM2 para responder ante una
lesion. De hecho, gran parte de las limitaciones terapéuti-
cas para el manejo del PD se deben al desconocimiento de
los mecanismos moleculares que conducen a la patogé-
nesis del PD.®

A la fecha, existe un Gnico articulo que vincula la acu-
mulacién citoplasmética y nuclear de -catenina como un
factor determinante para el desarrollo del PD. En dicho
reporte, el grupo de la Dra. Olivera Stojadinovic del Insti-
tuto Ronald O. Perelman, USA, propone que la activacion
de B-catenina en la piel plantar conduce a la diferencia-
cion excesiva de las células madre somaticas hacia células
de amplificacion transitoria, al diferenciarse las célu-
las madre se reducira su nimero, y, por ende, la capacidad
de la piel para responder ante una lesién.®

El objetivo del presente trabajo fue caracterizar la loca-
lizacién de B-catenina en biopsias plantares provenientes
de la zona de epitelizacion de pacientes con DM2 y PD
(grado 1/escala Wagner). Nuestros resultados demuestran,
que PB-catenina no tiene una localizacién citoplasmatica o
nuclear; sin embargo, B-catenina presenta una localizacion
tanto en estratos basales como suprabasales; adicionalmen-
te, los estratos suprabasales son positivos a la tincién para
la proteina PCNA, sugiriendo que los patrones de diferen-
ciacion y proliferacion celular estan afectados en la piel
plantar de los pacientes con DM2.

MATERIAL Y METODOS
Obtencion de biopsias

Se llevo a cabo un estudio prospectivo en el cual se
obtuvieron biopsias plantares de 0.5 cm? de diametro de la
zona de epitelizacién en 20 pacientes con diagnéstico pre-
vio de DM2 para ambos sexos, el rango de edades de los
pacientes fue de 35 a 71 afios (media = 46.3 anos). Las
biopsias plantares fueron clasificadas como Ulceras grado
1 de la escala Wagner. Todos los pacientes fueron informa-
dos de la intencion del estudio y firmaron un consenti-
miento informado (NUmero de Protocolo: HJM1850/
10.06.01). La caracterizacion histopatolégica de las dlce-
ras plantares fue evaluada en el Servicio de Patologfa del
Hospital Juarez de México.

Técnica de Inmunohistoquimica
Se obtuvieron cortes histolégicos de 5 yum de espesor,

los cuales fueron desparafinados, rehidratados y sometidos
a una recuperacioén antigénica con Buffer de Citratos 20X
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(BioSB, U.S.A) durante 12 min en olla de presion. Tras la
recuperacion antigénica, las muestras se lavaron en PBS 1X
y se incubaron con anticuerpos especificos para ser detec-
tados mediante un sistema de anticuerpos quiméricos (Sis-
tema Mouse/Rabbit HRP/DAB Detection System, Bio SB,
USA). Finalmente, las proteinas se detectaron por medio
de una reaccion colorimétrica con Di-amino-benzidina
(DAB). Los anticuerpos utilizados durante el estudio fue-
ron: anti-PCNA y anti- B-catenina (Todos ellos de la marca
Santa Cruz Biotechnology, USA).

RESULTADOS

Para caracterizar la epidermis de las biopsias se realizé
un andlisis histopatolégico, en el cual la mayoria de las
biopsias analizadas (16/20) presentaron una epidermis en-
grosada (hiperplasia pseudoepiteliomatosa) y paraquerato-
sis, con la presencia de nucleos en el estrato corneo (ver
flechas en Figura 1); lo cual sugiere que la diferenciacion de
los queratinocitos es deficiente en este tipo de pacientes.

Con el fin de determinar si la hiperplasia observada en
el estudio histopatolégico se debe a una actividad hiper-
proliferativa de los queratinocitos, se realizé una inmuno-
histoquimica para detectar el antigeno nuclear de prolife-
racion celular (PCNA). Nuestros resultados demuestran que
las células proliferativas no sélo se limitan a la capa basal,
sino que esta senal se extiende hacia los estratos espinoso
y cérneo (Figura 2), lo que sugiere que probablemente al-
gunas vias de sefializacion implicadas en proliferacion ce-
lular (como la via Wnt/ B-catenina) estan activas.

Figura 1. Tincién de hematoxilina-eosina de una biopsia plan-
tar de un paciente con DM2 y tlcera grado 1 (escala Wagner).
En el recuadro se aprecia la presencia de nicleos teridos con
hematoxilina (sefialados con flecha) en el estrato cérneo.
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Para evaluar si la via Wnt/ B-catenina seria la responsa-
ble de la proliferacion celular detectada en las biopsias,
evaluamos por inmunohistoquimica la localizacién de la
proteina B-catenina (Figura 3); nuestros resultados mues-
tran que B-catenina Gnicamente tiene una localizacion
membranal (B-catenina estructural) y no asi en citoplasma
o nucleo, lo cual sugiere, que dicha via podria no ser la

Figura 2. Tincion de PCNA de una biopsia plantar de un pa-
ciente con DM2 y Ulcera grado 1 (escala Wagner). En el recua-
dro puede apreciarse la senal nuclear (senalada con flecha)
positiva a PCNA en el estrato espinoso y granular.

Figura 3. Tincién de B-catenina de una biopsia plantar de un
paciente con DM2 y ulcera grado 1 (escala Wagner). En el
recuadro puede apreciarse la sefial positiva en membrana (se-
falada con flecha), la sefal se extiende al estrato espinoso y
granular; no obstante, la sefial de B-catenina es ausente para el
citoplasma y ntcleo de los queratinocitos
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responsable de inducir la proliferacién celular en la piel
plantar de los pacientes con DM2; sin embargo, en una
epidermis normal, B-catenina suele tener una localizacién
Gnicamente basal, lo cual concuerda con la nocién de que
las células suprabasales de los pacientes con DM2 estan en
un estado indiferenciado.

DISCUSION

La piel es la primera linea de defensa contra el medio
ambiente, y de su integridad depende del adecuado ancla-
je de los queratinocitos entre éstos y la membrana basal.”
Las heridas generan la activacion de los queratinocitos
hacia un fenotipo pro-migratorio y proliferativo que, en
paralelo con cambios en la adhesién celular, generan un
“frente de epitelizacion” para la adecuada reparacion de la
zona afectada. Sin embargo, condiciones como la diabetes
alteran el programa de epitelizacion, dando como resulta-
do la formacion de una tlcera crénica.?

La via de Wnt/ B-catenina (inicialmente descrita en can-
cer de colon) es una via considerada oncogénica; sin embar-
g0, esta via es capaz de controlar procesos biolégicos tales
como: diferenciacion, proliferacion, migracion, adhesion,
polaridad celular, arquitectura tisular y organogénesis.’

Una de las razones por las cuales no encontramos una
localizacion citoplasmética o nuclear de -catenina podria
deberse a que tinicamente nos limitamos al uso de Ulceras
Wagner grado 1 y no de mayor grado; sin embargo, hay
que recordar que la localizacion subcelular de B-catenina
es solo el paso ultimo de la via, y otras proteinas “rio arri-
ba” de la via podrian resultar buenos candidatos para co-
nocer su estado en Ulceras crénicas en un grado inicial de
avance, lo cual permitird en un futuro el disefio de nuevas
estrategias terapéuticas para el tratamiento de ulceras cré-
nicas en pacientes con DM2.

CONCLUSIONES

La inmunotincién de B-catenina y PCNA sugieren que
la piel de los diabéticos presenta alteraciones en los patro-
nes de diferenciacion y proliferacion celular.
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