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Figura 1. E structurade la piel. (@) Las tres capas de la piel; epi dermis, der mis e
hipodermis. (b) Estratos de la epidermis; capa basal, capa espinosa, capa granulary
estrato corneo. Imagen modificada de LumiDerm S.L 2007.

Figura 2. Fases de la reparacion de una herida c utanea 1) inflamacion (temprana y
tardia), Il) reepitelizacion y formacién de tejido de granulacion y 1ll) remodelacién de la
matriz. Modificado de Clark Richard A.F 1996

Figura. 3 Asociacién de las cadenasa y B que forman a las integrinas. El mayor grupo
incluye a la cadena 4. Imagen tomada de Barczyk M. et. al., 2010

Figura 4. Diagrama de estructura del receptor integrina. Las cadenas a y 3 unidas por
enlaces no covalentes. El dominio extracelular del amino N-terminal forma una cabeza
en forma de hongo que se une al ligando. Modificado de Clark Richard A.F 1996

Figura 5. Foto documentador Gel-Doc de BIO- RAD®. A. Las imagenes de los geles se
obtuvo fotografiando los cultivos en 3D a diferentes tiempos de incubacién. B. Con el
software Axiovision se delimitd el perimetro de gel y con ello se calculé el area.

Figura 6. Contraccion de los geles de colagena por fibroblastos de piel humana. Los
cultivos en 3 D f ueron pr eparados en placasde 24 p ozosde 20 1 mm? de areay
fotografiados a diferentes tiempos de incubacion. De izquierda a derecha; 9, 24 y 39
hrs

Figura 7. Contraccién de los cultivos de colagena en 3D. Las areas de los geles fueron
medidas y expresadas como la media de triplicados por ensayo, las barras verticales
representan | a des viacién es tandar. S 6los e muestral a gr aficade un ensayo
representativo. La c ontracciéon en el c ontrol ( sin c olagena-PVP) c on r especto a | os
diferentes tratamientos con colagena-PVP (0.5, 1.0 y 3.0%) no mostraron cambios

Figura 8. Retardo o i nhibicién de | a contraccion de | a m atriz de ¢ olagena tipo | por
fibroblastos de piel humana. El area de la matriz de c olagena en los cultivos tratados
con el anticuerpo fue mayor que en el control en cada tiempo de monitoreo (p <0.05). La
adicién del anticuerpo antes y después de que polimerizara la colagena mostré el mismo
comportamiento.

Figura 9. Fotomicrografia de la matriz de colagena en los cultivos (3D). Los nucleos de
los fibroblastos se aprecian alargados en obscuro, mientras que las fibras de colagena
tipo | se observan en un color rosa. Tincidbn de hematoxilina y eosina

Figura 10. Fotomicrografia a 20X. Inmunofluorescencia indirecta de los sistemas en 3D.
En azul (DAPI) se observan los nucleos de los fibroblastos. A. Blanco, sélo se observan
los nucleos en azul (DAPI) y no hay marca para fluoresceina (FICT). B. Expresion de a;
integrina en verde (FICT) C. Expresion de la enzima prolilhidroxilasa en verde (FICT).
La e valuacién cuantitativa d e a mbas p roteinas, se realizé ¢ onsideraron | 0s n Ucleos
presentes en tres campos por laminilla. Solo se muestra una imagen representativa.
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Figura 11. C ociente de densitometria/area ex presada por |a s ubunidad , integrina.
Dicha proteina presentdé un pico maximo de expresién a las 24hrs tanto en el control
como con colagena-PVP al 0-5%. Sin embargo, en presencia de colagena-PVP al 3.0 %
la expresidn de a, fue disminuyendo como avanzaba la contraccién, un comportamiento
similar a este ultimé se observé en presencia de colagena-PVP al 1.0 %. ND representa
muestras do nde n o hu bo t ejido ( p <0.05 an alisis es tadistico de Mann W hitney y t-
student)

Figura 12. Expresién de | a enzima prolilhidroxilasa. En los sistemas 3D la sintesis de
colagena fue disminuyendo conforme avanzaba la contraccién tanto en el control como
con colagena-PVP al 0.5%, sin e mbargo, en presencia de colagena-PVP al 3.0% la
sintesis de ¢ olagena s e mantuvo c onstante. ( p < 0.05 an alisis es tadistico de Mann
Whitney y t-student)

Tabla 1. Principales diferencias entre miofibroblastos y fibroblastos
Tabla 2. Integrinas y asociaciones con algunos de sus ligandos. Modificado de Heino J 2007
Tabla 3. Los 29 tipos de colagenas agrupadas en ocho familias.

Tabla 4. Las ocho familias de colagenas y sus respectivos receptores integrinas. Modificado de
Heino J 2007
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tridimensionales de fibroblastos

I. Resumen
La c olagena-polivinilpirrolidona (colagena-PVP), es un biofarmaco con ca pacidad

fibrolitica, antifibrética, hemostatica e inductora de la cicatrizacion. Su mecanismo de
accion es através de la disminucion en | a expresion de c itocinas proinflamatorias y
fibrogénicas. No obstante, la identificacion parcial de su mecanismo, se desconoce la
via de r econocimiento de | bi ofarmaco porlas células. Por lo que, e n el presente
estudio, se av alu6 si co lagena-PVP act uaat ravés de integrinas. Parael lo, se
utilizaron los cu ltivos tridimensionales ( 3D) de colagena co n fibroblastos cutaneos
humanos, midiendo el co lapso gradual d e |a matriz ( contraccién). C ada cu ltivo fue
tratado con diferentes concentraciones de colagena-PVP (0.5, 1.0y 3.0%), anticuerpo
anti-subunidad 4 integrina o co n medio de cu ltivo ( control). La contraccion f ue
evaluada por mediciones seriadas del area del gel. Ademas, se evaluo la expresiéon
de la subunidad a; integrina y enzima prolilhidroxilasa, asi como la histomorfologia de
los cu ltivos. O bservando, qu e | a ¢ ontracciéon e n presencia de c olagena-PVP se
comportoé s imilar al control. Por su parte, los cu ltivos tratados con a nticuerpo anti-
subunidad 31 integrina contrajeron en menor proporcion que el control evidenciando la
participacion de estos receptores e n la contraccion. La presencia de ¢ olagena-PVP
modifico la expresidn de la subunidad a; integrina y la enzima prolilhidroxilasa. En los
cultivos 3D | asf ibrasd e colagenas se al inean def orma perpendicular y| os
fibroblastos se or ientanen | a misma direccién, colagena-PVP no afecté est a
orientacion. E stos resultados sugieren que la actividad moduladora del metabolismo
celular de c olagena-PVP aparentemente no r eside en su capacidad de i nteraccionar

con receptores i ntegrinas, yaqu e no inhibi, ni siquiera de manera parcial, | a
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contracciéon. Finalmente, colagena-PVP puede modificar la actividad celular, lo que se
asocia co n | as act ividades farmacoldgicas del bi ofarmaco en| os pr ocesos de

remodelacion tisular.

I. Abstract

Collagen-polyvinylpyrrolidone (collagen-PVP) is a biodrug that has show fibrolytic and
antifibrotic capacity, he mostatic and heal ing inducing. lts mechanismo factionis
through decreased expression of proinflammatory and fibrogenic cytokines. However,
this partial i dentification of i ts mechanism is unk nown pathway oft he biogrug
recognition by cells. So, in this study, we evaluate whether collagen-PVP acts through
integrins. To do this, we used three-dimensional (3D) collagen culture with human skin
fibroblasts, measured in them the gradual collapse of the collagen matrix (contraction).
Each culture was treated with different concentrations of collagen-PVP (0.5, 1.0 and
3.0%), mouse anti-human integrin ¢ antibody or with culture medium (control). The
contraction w as measured by s erial ar eat he g el m easurements. | n a ddition, w e
evaluated t he ex pression of a, subunit of t he i ntegrin andt he prolylhidroxylase
enzyme a nd t he hi stomorphology o f cultures. Noting, thatt he co ntractionint he
presence of co llagen-PVP b ehaved similarto the control. Forits part, the cultures
treated with anti-integrin B4+ made contracted by less than the control d emonstrating
the involvement of these receptors in the contraction. T he presence of collagen-PVP
modifies the expression of a, subunit of the integrin and the enzyme prolylhidroxylase.
In cu ltures (3D)t he co llagen fibers ar e al igned p erpendicular a nd f ibroblasts are
oriented i n the sa me direction, collagen-PVP did not affect t his guidance. The date

suggest that modulating the activity of cellular metabolism of collagen-PVP apparently
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lies in its ability to interact with integrin receptors, if not inhibited, even patrtially, the
contraction in the cultures. Finally, collagen-PVP can modify cell activity, which is

associated with pharmacological activities of the biodrug in tissue remodeling

processes.
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La piel es un érgano complejo, dinamico, con varios tipos celulares y estructuras
especializadas quet ienen multiples acciones cruciales paral as alud y
supervivencia de los organismos. Estructuralmente la piel esta formada por tres capas
a) la epidermis o epitelio escamoso estratificado queratinizado, b) la dermis yc) la

hipodermis o tejido adiposo subcutaneo (Figura 1a) (Kanitakis J. 2002).

EPIDERMIS —
DERMIS

HIPODERMIS

Estrato
COrmen

Capa
aranalar

“';f.ﬂ:“ Figura1 . E structuradelapiel. (a) Lastres
capasd el ap iel; epidermis, dermis e
hipodermis. (b) Estratos de la epidermis; capa

apa basal, c apa es pinosa, capa granulary estrato

basal coérneo. Imagen m odificada de LumiDerm S .L
2007.

Unidn dermoepidérmis
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A. Estructura de la piel

a) Epidermis

La epidermis es la capa superficial de la piel, formada por un epitelio estratificado que
se renueva constantemente. La conforman células epiteliales como los queratinocitos,
gue constituyen del 90 al 95% vy el 5% restante son células de Langerhans, células de
Merkel y los melanocitos. Las células se diferencian en cuatro estratos; de abajo hacia
arriba se ubica; la capa basal, la capa de malpigiana o capa espinosa 0 estrato
espinoso, la capa granular y la capa cornea o estrato cérneo (Figura 1b). Estos
cuatro estratos a su vez forman dos zonas principales en la epidermis; la region
externa que comprende al estrato corneo y la interna esta conformada por los tres
estratos restantes. La capa basal separa a la dermis de la epidermis (Kanitakis J.
2002).

b) Dermis

Esta capa se encuentra entre la epidermis e hipodermis. La dermis es un tejido
resistente, con propiedades viscoelasticas, dadas por la matriz de tejido laxo
compuesta de proteinas fibrosas. La colagena tipo | constituye entre el 80 y 90%,
mientras que la colagena tipo Il del 8 al 22% y menos del 5% lo constituye la
colagena tipo V. La alta concentracion de la colagena tipo | contribuye a la gran fuerza
de tensién de la dermis y su resistencia a la deformacion (Hunt Tomas K 1983).
Ademas, una gran variedad de glicoproteinas y proteoglicanos llenan los espacios
entre las fibras y células dérmicas. La matriz fibrosa sirve como un andamiaje para

gue se entremezclen vasos sanguineos y las fibras nerviosas. La dermis contiene
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glandulas sudoriparas y sebaceas. Los fibroblastos, los mastocitos y las células
dendriticas son las principales células contenidas en la dermis (Kanitakis J. 2002).
¢) Hipodermis o tejido adiposo subcutaneo
La hipodermis es la capa mas profunda de la piel y desempefia un papel importante
en la termorregulacion, aislamiento, suministro de energia (nutricion) y protecciéon
contra dafios mecanicos. Las principales células de la hipodermis son los adipocitos
guienes presentan en su citoplasma grandes cantidades de lipidos. En esta capa se
ubica la parte mas profunda de las glandulas sudoriparas, asi como vasos y fibras
nerviosas que contribuyen a la formacion de los correspondientes plexos cutaneos
(Kanitakis J. 2002).

B. Cicatrizacion de la herida.

Una de las principales funciones de la piel es la de actuar como una barrera
protectora, sin embargo, al estar en constante contacto con el medio ambiente se
vuelve vulnerable a cualquier agresion externa. Cuando se produce una lesion sobre
la piel, se desencadenan una serie de mecanismos para reparar el dafio, culminando
con la cicatrizacion (Arosemena S. A y Arosemena S. R, 2007). El proceso de
cicatrizacion en los mamiferos presenta variaciones de acuerdo al estadio cronolégico
de la vida, es decir, en la fase prenatal la reparacion de la herida es mas rapida y
eficiente que en la fase adulta. Ademas, en los adultos el proceso de cicatrizacion se
considera como restaurativo, o que implica una cicatriz fibrosa rica en colagena,
mientras que la reparacién en la etapa fetal es un proceso de regeneracién y se
caracteriza por la ausencia de cicatriz (Adzick NS y Lorenz HP, 1994). En los ultimos

afios, se han logrado una gran cantidad de avances en la compresion de las
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interacciones celulares y bioquimicas dirigidas a reparar el dafio. La cicatrizacion,
consiste de una serie de eventos, los cuales se han clasificado cronolégicamente en
tres fases: (I) inflamacion (fase temprana y tardia); (I1) reepitelizacion y formacion del
tejido de granulacion y (l11) remodelacion de la matriz extracelular (Figura 2). Estas
etapas no se excluyen mutuamente sino que se superponen en el tiempo (Clark

Richard A.F 1996).

| 11 11

Eada Fasn CONTRACCION

temprana tardia Acumulacién
= ¥ coligena
=7

-

Porcentaje de respuesta maxima

0.1 03 1 3 10 30 100
TIEMPO (DIAS)

Figura 2. Fases de la reparacion de una herida cutanea I) inflamacion (temprana y tardia), 1)
reepitelizacion y formacion de tejido de granulacion y Ill) remodelacion de la matriz.
Modificado de Clark Richard A.F 1996
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La inflamacion consiste en la activacion de diversas reacciones que sirven para
reparar y preparar el tejido dafiado para su cicatrizacion. Durante la inflamacion se
activa la cascada de coagulacion y la respuesta por parte de las células encargadas
de la limpieza de la herida. La reepitelizacion es la formacion de nueva epidermis, en
donde las células epiteliales se desplazan desde los bordes de la herida hacia el
centro, formando una barrera entre la herida y el medio ambiente. El tejido de
granulacion es el nuevo tejido conjuntivo que consta de una matriz fibrosa junto con la
formacion de nuevos vasos sanguineos. Finalmente, la matriz extracelular necesita
reorganizarse para satisfacer las necesidades fisiol6gicas de los tejidos, esto se logra
con una constante degradacion y sintesis de sus componentes por parte de la célula,
lo que llamamos remodelacién de la matriz extracelular (Clark Richard A.F 1996).
FASE 1. INFLAMACION

Cuando una lesion sobre la piel causa ruptura de los vasos sanguineos
concomitantemente se deriva la extravasacion de la sangre, como consecuencia de
ello se activa la cascada de coagulacion. Esta Ultima, se caracteriza por la agregacion
de plaquetas que generan un tapon rico en fibrina en el sitio de la herida
favoreciéndose asi la homeostasis. A su vez, este tapon o coagulo proporciona una
matriz provisional para la migracion celular. Las plaquetas ademas de intervenir en la
homeostasis, también secretan mdultiples mediadores, incluyendo citocinas como
factores de crecimiento (GF), interleucinas (IL), etc., que favorecen la quimiotaxis de
diferentes tipos de células hacia la zona de la herida. El proceso de coagulaciéon
termina cuando los estimulos activadores para la formacion del coagulo desaparecen.

Proteinas como la prostaciclina y la antitrombina Il inhiben la agregacion plaquetaria,
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asi como la proteina C reactiva una enzima que degrada algunos factores de
coagulacion como el I, V y VIIl. Una vez terminado el proceso de coagulacion
aparecen en la herida los diferentes tipos de leucocitos, en una secuencia ordena.
Primero, el infiltrado de neutrdéfilos tiene como finalidad limpiar la zona de particulas
extrafias y bacterias (etapa temprana de la inflamacion). Posteriormente, los
monocitos entran a la herida y rapidamente se transforman en macrofagos, estos
ultimos al igual que las plaquetas liberan factores de crecimiento e inician la formacion
del tejido de granulacidén (etapa tardia de la inflamacion). Los macréfagos tiene la
habilidad de sintetizar y secretar constantemente factores de crecimientos, factor de
necrosis tumoral (TNF-a), IL e interferon gamma IFN-y (Clark Richard A.F 1996 y
Kroétzsch Gémez F.E, 1999).

FASE I I. Reepitelizacion y formacion del tejido de granulacion

I 1. 1 Reepitelizacion

La reepitelizacion de la herida comienza horas después de la lesion. Las células
epiteliales tales como los queratinocitos se desplazan desde los bordes de la herida
hacia el centro. Los queratinocitos de la capa estratificada de la epidermis se mueven
uno sobre otro hasta formar una capa epitelial (neoepidermis) que sirve como un sello
entre la herida subyacente y el medio ambiente. La adquisicion de la movilidad de las
células epiteliales hacia el sitio de la herida se debe en parte a cambios en el fenotipo
celular. Entre estos cambios se encuentran la disolucion de desmosomas (estructuras
celulares que mantienen unidas a las células epiteliales entre si y ademas proveen la
fuerza de tension del epitelio) y la perdida de unién entre la epidermis y dermis por la

disolucién de hemidesmosomas (estructuras que unen la epidermis con la membrana
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basal). A su vez, la migracién de los queratinocitos durante la reepitelizacion puede
llevarse acabo por la liberacion local de citocinas, tales como el factor de crecimiento
epidérmico (EGF), el factor de crecimiento transformante (TGF- a), el factor de
crecimiento epidérmico de union a la heparina (HB-EGF), asi como la familia de
factores de crecimiento de fibroblastos (FGF). Estos factores pueden proceder de los
macrofagos o células del parénquima dérmico y actuar de manera paracrina sobre los
gueratinocitos. Sin embargo, los queratinocitos tienen la capacidad de producir TGF-3
asi como TGF-a, por ello se piensa que dichos factores participan tanto de forma
autocrina como paracrina en la migracion celular (Clark Richard A.F 1996 y Kroétzsch
Gomez F.E, 1999). Estos factores actian induciendo la sintesis de receptores de
membrana. Por ejemplo, TGF-B; tiene la capacidad de inducir la sintesis de
integrinas, éstas permiten la locomocion de los queratinocitos sobre la matriz
extracelular (Krétzsch Gomez F.E, 1999).

La epidermis en reparacion es diferente a la epidermis normal ya que la primera no
presenta una maduracion total, debido a que los queratinocitos necesitan dividirse y
migrar para volver a generar una barrera en el sitio de la herida y después, equilibrar
el balance proteico-hidro-lipidico necesario para generar la homeostasis del area
(Clark Richard A.F 1996 y Krotzsch Gémez F.E, 1999).

I 1. 2. Formacion del tejido de granulacion

El tejido de granulacion también llamado nuevo estroma, se forma aproximadamente
cuatro dias después de la lesion. EI nombre deriva de su apariencia granular, dada
por la gran cantidad de vasos capilares en neoformacion y la poblacion celular

constituida principalmente por macréfagos y fibroblastos embebidos en un tejido
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conjuntivo laxo. Durante la formacion del tejido de granulacion, se lleva acabo la
fibroplasia (formacion de nuevo tejido conjuntivo laxo) y la neovascularizacion
(formacion de nuevos vasos sanguineos) (Clark Richard A.F 1996).

Il. 2. A. Fibroplasia

La fibroplasia consiste en la formacion de nuevo tejido conjuntivo laxo. Este tejido esta
compuesto principalmente por colagenas tipo I, Ill y IV. Asi como de elastina,
laminina, fibrilina, fibronectina, entre otras proteinas. Ademas, en los espacios que se
encuentran entre las fibras y células dérmicas se depositan una gran variedad de
glicoproteinas y proteoglicanos. Los fibroblastos son las principales células
encargadas de sintetizar y remodelar la matriz fibrosa a través de un gran nimero de
sefalizaciones inducidas por las interacciones célula-célula y célula-matriz. Estas
interacciones son mediadas por receptores integrinas principalmente (Clark Richard
A.F 1996 y Green JA y Yamada KM 2007). En la fibroplasia participan algunas
citocinas producidas por los fibroblastos que actdan en forma autocrina, como por
ejemplo; el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), el TGF-ay el EGF y
otras citocinas son liberadas por las plaquetas y macréfagos. Los fibroblastos primero
migran a través del coagulo que se formo al inicio de la cicatrizacion y que esta
formado principalmente de proteinas como fibrina, fibronectina y vitronectina. Los
fibroblastos se unen a estas proteinas a través de integrinas. Los factores PDGF vy el
TGF-B estimulan la migracién de los fibroblastos al sitio de la herida mediante la
regulacion de receptores integrinas. PDGF y el TGF-B, pueden ser parcialmente
responsables de inducir a los fibroblastos a un fenotipo migratorio (Clark Richard A.F

1996). A su vez, los fibroblastos migran en respuesta a una variedad de
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guimiotrayentes como pueden ser péptidos derivados de la degradacién de proteinas
como colagena tipo I, Il y I, elastina o fragmentos de fibronectina (Postlethwaite AE y
Kang AH 1976). Mecanicamente los fibroblastos avanzan hacia un gradiente
guimiotactico (migracién de la célula en respuesta a un gradiente quimico en fase
fluida) ampliando sus lamelipodias (prolongaciones transitorias de la membrana
celular producidas por microfilamentos de actina) hacia el estimulo. Este tipo de
migracion celular es similar al movimiento que presentan los fibroblastos pero cuando
estan unidos en una superficie y se mueven hacia un gradiente de sitios de adhesion
celular, a este tipo de movimiento se le llama haptotaxis. Inclusive, en ausencia de un
gradiente de adhesion, las fibrillas de la matriz influyen fuertemente en la direccion y
migracion de los fibroblastos, ya que se ha visto que las células tienden a alinearse y
migrar a lo largo de las discontinuidades del sustrato donde se encuentran unidas, a
este proceso se le llama orientacidon de contacto. Un ejemplo de orientacién de
contacto, se observa cuando los fibroblastos son cultivados en una plataforma de
fibrillas de fibronectina y ellos en vez de cruzar las fibras migran a lo largo de ellas.
Por lo que, la quimiotaxis, la haptotaxis y la orientacion de contacto pueden en
conjunto influir para la migracion de los fibroblastos dentro de la matriz provisional que
llena el espacio de la herida. Una vez que los fibroblastos han migrado dentro de la
herida cambian gradualmente su fenotipo migratorio por el fenotipo profibrético
(sintesis de proteinas) como una de sus funciones principales. Inicialmente, el reticulo
endoplasmico y el aparato de Golgi se vuelven mas dispersos por todo el citoplasma
del fibroblasto y se inicia la perdida de matriz extracelular compuesta de fibronectina

por la accion de algunas metaloproteasas (MMP) y finalmente el aparato de Golgi y
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reticulo endoplasmico del fibroblasto se llena de una nueva proteina, la colagena
(Clark Richard A.F 1996). Estudios in vivo han demostrado que implantes de
espongas con dichas proteinas en el sitio de la herida favorecen la formacion de tejido
de granulacién. Bazin y Delaunay 1946 (Citado en Clark Richard A.F 1996)
observaron por primera vez que durante la formacion del tejido de granulacion la
colagena sintetizada era distinta a la colagena que presentaba la dermis normal en
adultos, ya que la primera se asemejaba mas a la de piel embrionaria y mas tarde fue
reconocida como colagena tipo lll, este tipo de colagena es producida en pequefias
cantidades en la dermis normal y se incrementa en gran medida cuando se esta
formando el tejido de granulacién. Por otro lado, se sabe que algunas citocinas como
el TGF-B y la IL-4 actian de forma autocrina en los fibroblastos induciendo la
produccion de colagenas tipo |y tipo Il (Clark Richard A.F 1996).

Una vez que es depositada la matriz de colagena en el sitio de la herida los
fibroblastos dejan de producir dicha proteina, a pesar de la continua expresion de
algunas citocinas como por ejemplo, TGF-B. Sin embargo, las sefiales responsables
en la regulacion de la proliferacion y sintesis de proteinas en los fibroblastos no son
del todo claras hasta el momento. Una vez el fibroblasto pasé del fenotipo migratorio
al profibrético, durante la segunda y tercera semana de la reparacion de la herida,

asumen un fenotipo de miofibroblasto (Clark Richard A.F 1996).
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Varias caracteristicas distinguen a los miofibroblastos de los fibroblastos (Tabla 1).

Los miofibroblastos, se caracterizan por
Tabla 1. Principales diferencias entre miofibroblastos

un citoesqueleto de actina de musculo y fibroblastos.
liso tipo a (SMA-q) a diferencia de los Caracteristicas Fibroblasto Miofibroblasto
Actina de musculo SMA- B SMA-a

fibroblastos quienes contienen SMA pero | liso (SMA)

del tipo B con la que establecen la

Receptores N-caderina OB-caderina
. .y . . . caderinas
interaccion célula-matriz. La presencia de

Receptores Alta expresién | Poca expresién
los miofibroblastos en la reparacién de la | Integrinas de a3, de a3,

herida, corresponde con el inicio de la
compactacion del tejido conjuntivo y
contraccion de la herida (Clark Richard A.F 1996 y Dallon JC y Ehrlich HP, 2008).

Il. 2. A. 1 Contraccion de la herida.

La contraccion de la herida consiste en la aproximacion de los bordes de la herida
producida por la compactacion del tejido de granulacion. Con la consecuente
disminucién de la extension de la herida, seran menores las necesidades de sintesis
de tejido y otros eventos celulares. La contraccion se ha podido estudiar in vitro
gracias a los cultivos en tres dimensiones (3D) (Grinnell F, 2003).

I1. 2. A. 1. A Cultivos celulares en tres dimensiones (3D)

Desde 1956, Ehrmann y Gey propusieron el cultivo de las células sobre un sustrato
natural que podria ser un componente de la matriz extracelular, en lugar de soélo
cultivarlas sobre una superficie plana de cristal. Mas tarde, en los 70's Elsdale T y
Bard J cultivaron fibroblastos sobre una matriz de coldgena encontrando que las

células presentaban una activa movilidad dentro de la red de colagena, lo que
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causaba un colapso gradual de la red, hasta la formacién de un cuerpo denso y
opaco. Ademas, encontraron que la fisiologia y morfologia de estos fibroblastos era
diferente a la que presentaban los fibroblastos cultivados en monocapa. Estos
hallazgos se relacionaron con la compactacion del tejido de granulacién y contraccion
de la herida in vivo y (Klein CE et. al., 1991, Grinnell F, 2003 y Dallon JC y Ehrlich
HP, 2008).

Il. 2. A. 1. B Mecanismos y células que intervienen en la contraccion de la herida
La contraccion de la herida puede ser provocada por la migracion de los fibroblastos
sobre la matriz extracelular que esta formada principalmente por fibras de colagena.
La migracion celular se da por la extension y retraccion de las pseudopodia en los
fibroblastos, lo que genera una fuerza de tensidn que es transmitida a través de la
matriz y propagada por toda la herida. La trasmision de esta fuerza de tension
depende de las uniones célula-célula, célula-matriz extracelular y matriz-matriz, estas
uniones proporcionan una red de vinculos a través de la herida (Clark Richard A.F
1996). La interaccion célula- matriz se da entre las fibras del citoesqueleto de actina 'y
la matriz extracelular a través de integrinas. Funcionalmente, esto proporciona un
sistema de mecano-traduccion de modo que la fuerza de tension que se genera sobre
las fibras se puede transmitir alrededor de la matriz. Ademas, las sefiales mecanicas
extracelulares pueden ser traducidas en sefales intracelulares a través de este
sistema. Sin embargo, muy poco se conoce de la secuencia que lleva acabo desde
gue el ligando se une al receptor hasta la generacién de una respuesta celular (Sethi

KK, et al., 2002 y Tomasek JJ et al., 2002).
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En los miofibroblastos la expresion de la proteina actina de musculo liso-a (SMA-a) y
colagena tipo | es regulada por algunos factores como el TGF-B1. Estas
observaciones indican que los miofibroblastos también participan en la sintesis de
proteinas de la matriz extracelular asi, como en la generacion de fuerzas de tension,
lo que da lugar a la reorganizacion de la matriz y finalmente a la contraccion de la
herida. Morfolégicamente los miofibroblastos se caracterizan por la presencia de un
aparato contractil que contiene haces de microfilamentos de actina asociadas a
proteinas contractiles como la miosina, las fibras de actina son analogas a las fibras
de tension que se han sido descrito en los fibroblastos. Estos paquetes de actina que
terminan en la superficie de los miofibroblastos en el fiboronexos (un complejo de
adhesion especializada) utilizan también a los receptores integrinas para vincular al
citoesqueleto de actina con los componentes de la matriz como colagena,
fibronectina, etc. Cabe destacar, que los fibroblastos en el tejido conjuntivo in vivo
carecen de un aparato microfilamentoso contractil como el de los miofibroblastos,
debido a que en los primeros los microfilamentos de actina son organizados
predominantemente dentro de mallas corticales (debajo de la membrana). Mientras
gue en los miofibroblastos los filamentos de actina cruzan el citoplasma de lado a
lado. Del mismo modo, la alta organizacion del complejo de adhesion (fibronexos) esta
ausente en la superficie de los fibroblastos, asi ambos tipos celulares son morfolégica
y funcionalmente diferentes en el tejido conjuntivo in vivo. Otra caracteristica en los
miofibroblastos, es su semejanza con las células del musculo liso, ya que se conectan
directamente a través de uniones de comunicacion estrechas (GAP JUNCTIONS).

Estas uniones se han identificado en los miofibroblastos presentes en heridas
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cutaneas, asi como en miofibroblastos derivados de fibroblastos de cérnea indicando,
gue los miofibroblastos podrian formar una unidad contractil multicelular durante la
contraccion del tejido de granulacion. Las uniones de comunicacion estrechas forman
varios hemicanales en la membrana plasmatica de la célula, estas uniones se
sobreponen con los hemicanales de la membrana celular opuesta. Los hemicanales,
contienen proteinas diferentes pero funcionalmente relacionadas llamadas conexinas
(familia de proteinas estructurales transmembranales que se unen para formar
canales de comunicacion) (Tomasek JJ et al., 2002).

Aunque los miofibroblastos estan claramente presentes en tejido de granulacion
durante el cierre de la herida, varias preguntas han surgido en cuanto a si son
esenciales para la contraccion del tejido de granulacion. Debido a que también las
fuerzas de tension generados por los fibroblastos cuando migran sobre un sustrato,
pueden reorganizar la matriz de colagena. En estudios de cultivos de colagena en tres
dimensiones, se ha observado que el resultado de la reduccién en el diametro de la
matriz se debe totalmente a las fuerzas de tension de los fibroblastos. Por lo que, se
ha propuesto, que las fuerzas de tension que son generadas por la migracion de los
fibroblastos en el tejido de granulacion seria suficiente para dar lugar al inicio al cierre
de la herida, lo que hace a una célula especializada contractil innecesaria, como en el
caso de los miofibroblastos. Sin embargo, aunque la fuerza de tension que es
generada por los fibroblastos puede ser suficiente para iniciar el cierre de la herida, la
posterior aparicion de resistencia en el tejido circundante induce la diferenciacion de
fibroblastos a miofibroblastos y sélo entonces la contraccién puede dar inicio. Varias

evidencias soportan la hipotesis que el incremento de la expresion de la proteina
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SMA-a es suficiente para que los miofibroblastos aumenten la fuerza generada en la
matriz tanto en modelos in vitro e in vivo. Los miofibroblastos que contienen SMA- a
ejercen una fuerte atraccion sobre sustratos rigidos de silicona en comparaciéon con
geles de colagena en donde éstos solo expresan SMA tipo B (Clark Richard A.F
1996).

Por otro lado, la presencia de centros de adhesiones focales es fundamental para la
transmision de la fuerza de tension. Los centros de adhesion focal maduros presentan
un tamafno de 2 a 6 um de longitud, mientras que los inmaduros 1 pm, los primeros se
disponen principalmente en la periferia de la célula y contienen SMA (B y y) aunque
frecuentemente también SMA-a, asfB; integrina, vinculina, paxilina, talina, FAK
(proteinas de tirosina cinasa fosforiladas). EL factor TFG-B; aumenta el nUmero de
centros maduros de adhesion focal induciéndolos a supermaduros, éstos ultimos
miden de 6 a 30 um y son tipicos de los miofibroblastos y siempre contienen SMA-a y
tensina. Las distintas relaciones entre los componentes de madurez y supermaduros
de los centros de adhesion focal podrian dar lugar a diferentes propiedades
estructurales y de sefializacién. Aun, no se ha estudiado si los centros supermaduros
de adhesion focal pudiesen contener un subconjunto de integrinas especializado u
otros componentes. Esto es concebible, ya que el factor TGF-f1 es el principal
promotor de la diferenciacion de miofibroblastos y maduracién de los centros de
adhesion focal, influyendo también en el patrén de expresion de integrinas en
fibroblastos humanos (Tomasek JJ et al., 2002).

Por otro lado, estudios in vitro (cultivos en 3D) demuestran que las integrinas son

fundamentales para la contraccién de la matriz de colagena, por ejemplo, la adicion
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de anticuerpos dirigidos contra la cadena o subunidad B; integrina retarda la
contraccion de la matriz. La presencia de esta familia de receptores juega un papel
importante en la interaccion célula-matriz extracelular y por lo tanto en la transmisién
de la fuerza de traccion por toda la matriz (Langholz O y Cols. 1995).

Es evidente que los miofibroblastos pueden generar y mantener la fuerza contractil
durante la reduccion del tejido durante la cicatrizacion de las heridas, sin embargo, no
se pude atribuir el fenbmeno de contraccion a un solo estirpe celular (Clark Richard
A.F 1996 y Tomasek JJ et al., 2002).

Il. 2. B. Neovascularizacion

Conforme avanza la formacion del tejido de granulacion, la fibroplasia no se detiene
aun cuando de inicio la neovascularizacion, por el contrario, acompafia a este
proceso. La neovascularizacion se caracteriza por la formacion de nuevos vasos
sanguineos, proceso también llamado angiogénesis, el cual comienza dos dias
después de que ocurrié el dafio. La neovasculizacion es un proceso complejo que
depende de una matriz extracelular en el sitio de la herida, asi como de la alteraciéon
fenotipica, estimulacién de la migracion y actividades mitogénicas de las células
endoteliales. El fenotipo de estas células es modificado durante la angiogénesis, pero
el fenotipo angiogenico no es tan delimitado como en el caso de los fibroblastos
(fenotipos migratorios, profibrotico y miofibroblasto). La actividad angiogenica es
retomada por los macréfagos y células locales, asi como del factor de crecimiento de
fibroblastos (FGF), TGF-a - TGF-[3, factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF),
factor de crecimiento de células endoteliales derivado de plaquetas (PD-ECGF),

angionenina, angiotropina e IL-8. A su vez, la baja tensién de oxigeno y el incremento
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de acido lactico pueden ser estimulos para la producciéon de mediadores (Clark
Richard A.F 1996 y Krétzsch Gomez F.E 1999). La fase temprana de la angiogenesis
implica la migracion celular mas que la division. Las células endoteliales provenientes
de vasos sanguineos no dafiados desarrollan pseudopodia y se desplazan a través de
la matriz extracelular hacia la zona de la herida generando nuevos vasos sanguineos.
Ademas, los factores angiogenicos como FGF, fibronectina, heparina, factores
liberados a partir de mastocitos y otras células endoteliales quimioatrayentes
favorecen la migracién celular. Mientras se produce la invasion celular en la herida,
también empieza la proliferacion de las células endotelial. La presencia de algunos
factores como FGF, estimula a las células endoteliales a liberar el factor activador de
plasminégeno (PA) y procolagenasa. El PA convierte al plasmindégeno en plasminay a
procolagenasa en colagenasa, estas dos proteasas digieren la membrana basal. Esta
fragmentacion de la membrana facilita la migracion de las células endoteliales al sitio
de la herida rico en fibrina y fibronectina, formando tubos capilares, estas células
expresan integrinas como ayp3 que facilitan la adhesion y migracion. Por ultimé, las
células endoteliales empiezan a depositar una matriz provisional rica en fibronectina y
proteoglicanos formandose asi la verdadera membrana basal, donde el FGF y otros
factores mitdgenicos como VEGF estimulan la proliferacién de las células endoteliales
lo que da por resultado un suministro continuo de células para extender los tubos
capilares. Finalmente, dias después se eliminan los estimulos angionenicos y el flujo
sanguineo comenzara a circular (Clark Richard A.F 1996 y Krétzsch Gémez F.E

1999).
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FASE I I 1. Remodelacion del tejido

Por ultimo, la remodelacion de la matriz extracelular, la maduracién y apoptosis
celular comprenden la tercera fase de la cicatrizacion. Esta Udltima fase de la
cicatrizacion intercala con la formacion del tejido de granulacion, la maduracién de la
neoepidermis y neovazcularizacién. La remodelacion del tejido comprende la sintesis
y degradacion de los diferentes componentes de la matriz extracelular, entre estos
componentes encontramos ademas de las fibras de colagenas, glicoproteinas tales
como fibronectina, laminina, entactina, asi como glicosaminoglicanos (GAG) y
proteoglicanos. La matriz extracelular promueve la sefializacidén, proporciona un
soporte estructural a las células y promueve la formacion del tejido de granulacion.
También sirve como un reservorio para citocinas, enzimas y otras moléculas
difusibles. La sintesis y degradacion de la matriz extracelular debe ser regulada
durante la cicatrizacién, creando un equilibro y generando una fibrosis suficiente y
necesaria que permita la funcionalidad del tejido. Esto se logra con la actividad de
enzimas y de sus activadores e inhibidores que delimitan la zona reparada,
principalmente las enzimas metaloproteasas como las estromelisinas y gelatinasas las
cuales degradan a cierto tipo de colagenas. Es de suma importancia que exista un
control adecuado de sintesis y degradacion de las proteinas que forman la matriz
extracelular dado la falta de regulacion se generarian diversas patologias, como por
ejemplo, una cicatriz hipertrofica o queloide, cuya caracteristica principal es la de
presentar un exceso de colagena a lo largo de la herida, junto con otras alteraciones
en la estructura dérmica. Ambos tipos de cicatrices, causan prurito, dolor y

desfiguramiento, pero cada una a su vez con caracteristicas particulares lo que las
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hace distintas entre si, ya que la cicatriz hipertrofica no crece mas haya del sitio de la
herida, en cambio la cicatriz queloide sobrepasa el limité de la herida invadiendo otros
tejidos dérmicos sanos ( Ladin DA et. al.,1995)

Una vez que la herida es llenada por el tejido de granulacién, cubierta con
neoepidermis, los fibroblastos y miofibroblastos han contraido la herida y las células
epidérmicas diferenciadas han restablecido una barrera permeable, las células
endoteliales son las primeras en sufrir apoptosis, seguidas de los miofibroblastos,
llevando a una gradual cicatriz con actividad celular minima. Durante los meses
siguientes la formacion del tejido de granulacion y la matriz extracelular cambian
continuamente, aunque muy lentamente.

C. Integrinas

Las integrinas son una gran familia de proteinas heterodiméricas transmembranales,
compuestas por dos cadenas polipeptidicas a y B unidas por enlaces no covalentes
(Heino J 2007 y Clark Richard A.F 1996). En los vertebrados, existen 18 cadenas a y
ocho cadenas 3 que al unirse, forman por lo menos 24 receptores diferentes (Figura
3) (Barczyk M. et. al., 2010). Las integrinas son receptores de adhesién de una amplia
variedad de células. Estos receptores favorecen las interacciones célula-matriz
extracelular y en algunos casos las interacciones célula-célula. Tales interacciones,
son un componente basico de la migracion y reconocimiento celular y subyace a
muchos procesos bioldgicos, tales la reparacion tisular, la embriogénesis y respuesta

inflamatoria, entre otros eventos (Barczyk M. et. al., 2010).
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Figura. 3 Asociacion de las cadenas
a y B que forman a las integrinas. El
mayor grupo incluye a | a cadena B,
Imagen tomada de Barczyk M. et. al.,
2010

La cadena a tiene un tamafno que oscila entre 120 y 200 KD, mientras que la cadena
B varia entre 90 y 1100 KD. Los extremos aminoterminales de cada cadena forman
una ca beza gl obular que co ntribuye al auniénentre cadenas y a launiébndela
integrina a su ligando (Figura 4). Por su parte, el extremo carboxilo terminal de cada
cadena presentau na regidnt ransmembranal hi drofébica yun ar egidon
intracitoplasmica, q ue habitualmente tienen menos de 50 a minoacidos de | ongitud.
Estas regiones, interactian con numerosas moléculas de senalizacion del citoplasma

y con el citoesqueleto. Por lo tanto, la sefializacidon celular se lleva a ca bo de forma

bidireccional (Figura 4) (Clark Richard A.F 1996).
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A

— Membrana celular

//—mintracelu}ar _ )
Figura 4. Diagrama de estructura

Citoesqueleto . .
del receptor integrina. Las

Nucleo cadenas a y 3 unidas por enlaces
no  covalentes. La  region
extracelular del amino N-terminal
forma una cabeza en forma de
hongo que se une al ligando.
Modificado de Clark Richard A.F
1996

Las integrinas se unen a diversos ligandos, tales como colagenas, fibronectina,
vitronectina y otras glicoproteinas de la matriz extracelular (Tabla 2). Las integrinas
tienen una afinidad variable por su ligando; no obstante en algunos casos varias
integrinas reconocen a una sola proteina, pero nunca con la misma afinidad de unién.
Por ejemplo, la a1B; y la azB; integrinas se unen a la colagena y a su vez cada
integrina se une a otras proteinas (Tabla 2). La interaccién entre el ligando y el
receptor se da gracias a regiones especificas que se encuentran tanto en el receptor

como en el ligando (ver anexo A).
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Tabla 2. Integrinas y asociaciones con algunos de sus ligandos. Modificado de Heino J 2007

B1 B2 B3 Otras asociaciones
Receptor Ligando Receptor Ligando Receptor  Ligando Receptor  Ligando
aiBs | Ln, Col a. B2 |ICAM-1, ICAM- ap B3 |Fg, Fn VWF | dgBs | Ln
2, ICAM-3 Vn, Tsp
azB1 | Col(Ln) am B2 |iC3b, Fg, Factor ayBs; |Vn,Fg,Fn, |ayBs [ Vn,Ln
X, ICAM-1 VWF, Tsp
as B4 | Ln, Col,Fn, |ax Bz [iC3b, Fg ayPs Fn
En, Epi
asB1 |Fn, VCAM1 aspr | VCAM-1,
Fn, IICS,
MAdCAM-1
as* B1 |Ln aegfr +
ar* B1 Ln Oy Bg Vn
agps  |[Vn, Fn
dof1 |[Tenascina
ayp1  |Vn,Fn
Ln, laminina; Col, colagena; Fn, fibronectina, En, Entactina; Epi, Epiligrina; Fg, Fibrinogeno; vWF, Factor de
von Willebrand; Vn, Vitrenectina; Tsp, Trombospondina; ICAM; Molécula de adhesién intercelular.
* Algunas subunidades pudieron surgir de empalme alternativo de un mRNA precursor.
+ se desconoce su ligando|

D. Colagena

La colagena es una glicoproteina constituida por tres cadenas polipeptidicas
(cadenas a) que al unirse forman un mondmero con estructura helicoidal. Cada
cadena polipeptidicaa en la colagena tiene 3 aminoacidos por vuelta y cada tercer
aminoacido de cada cadena especifica en una triple hélice de colagena hace contacto
estrecho con las otras cadenas a a lo largo del eje central de la triple hélice. Las
hélices de colagena contienen un modo caracteristico de aminoacidos de glicina (G)
en cada tercera posicion. Debido a que solo las cadenas laterales de este aminoacido
se pueden ajustar en estas posiciones. La particularidad de la colagena es la

secuencia de aminoacidos de repeticion G-X-Y, donde G es glicina y X-Y puede ser
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cualquier aminoacido pero frecuentemente X es prolina y Y es hidroxiprolina (Horton
Robert H, et al.,, 1995). Durante la biosintesis de la proteina, existen modificaciones
post-traduccionales, como son la hidroxilacion y glucosilacion. La hidroxilacion se da
en los aminoacidos prolina y lisina mediante enzimas hidroxilasas. Por ejemplo, la
enzima prolilhidroxilasa cataliza la incorporacion de grupos -OH al aminoacido prolina
en la procolagena (cadena polipeptidicas que daran origen a la colagena) y la
glucosilacion se lleva acabo en el residuo de lisina después de que fue hidroxilada
(Hunt Tomas K 1983 y Lugue José 2008).

Las colagenas son las proteinas mas abundantes de la matriz extracelular del los
tejidos conjuntivos, excepto del sistema nervioso. Hoy en dia, se han identificado 29
tipos de colagenas, que de acuerdo a su estructura y funcién se han clasificado en
ocho familias (Tabla 3) (Van Der Rest M y Garrone Robert 1991, Heino J 2007 y
Soderhall Cilla et al., 2007)

Tabla 3. Los 29 tipos de colagenas agrupadas en ocho familias.

Familias de colagenas

Tipos de colagenas

Colagenas fibrilares

LT, 11, WV, X1 XKV y XKV

Colagenas que no forman fibrillas
(Forman laminas basales)

v

Colagenas asociadas a fibrillas con triple
hélice interrumpidas
(FACIT por sus siglas en ingles)

I, XIT, XIV, XV, XIX, J0K, XKL, XX y XXV

Colagenas de triple hélice que tienen un
dominio transmembranal.

X, XVIT, X y XXV

Colagenas que forman redes hexagonales.

Vil y X

Colagenas que forman fibrillas de anclaje.

VI

Colagenas que forma microfibrillas con
glébulos en cuenta de rosario.

VI XXXV y XXIX

Colagenas llamadas multiplex
(MUltiples dominios en la triple hélice
interrumpidos)

XV y XV
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Se sabe que cada tipo de colagena es reconocida por uno 0 mas receptores tipo

integrinas (Tabla 4). Si bien, las integrinas son de los principales receptores que

interactian con la coldgena se han identificado a otros receptores que pueden

interaccionar con esta proteina, llevando a cabo varias funciones celulares, en

algunos casos de forma independiente a las integrinas (Ver anexo B).

Tabla 4. Las ocho familias de colagenas y sus respectivos receptores integrinas. Modificado

de Heino J 2007

Familia de colagenas

Tipos de colagenas

Receptorintegrina

Fibrilares

Mondmeros de colagena |, I, lll, V
Colagena | fibrilar

Colagena | desnaturalizada
C-propeptidos en colagena |

C-propeptidos en colagena |l
Mondmeros de colagena Xl

a, Bq (a4 By, o q0Bq, o 49 B4)
a3 Bq, A 41 B4

aspRpayPp

a5 By

o 5 By
o5 By

Colagena desnaturalizada XV

No forman fibrillas Colagena IV o4 B, @ 10B1 (a2 By, A4q B1)

FACIT Colagena IX | a4 By, az By, A g9 B1Y @ 41 By,
Colagena XVI o, Bq, 05 B

Forman redes Colagena X Py

Hexagonales Colagena VIl o4B, oo Py

Microfibrillas con globulos Colagena VI o4 B1, & 10 B (A2B1, & 11B1)

en cuenta de rosario

Fibrillas de anclaje Colagena VI o 5 B4

Region NC1

Con dominio transmembranal Colagena Xl o4 By

Colagena XVII as By, ay B

Multiplex

Colagena XVIII region NC1

A5 Py, oy B3 dyPs
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La colagena intersticial mas abundante, y que se ha estudiado mas extensamente es
la colagena tipo I. Esta proteina esta constituidas por dos cadenas a1(l) y una cadena
a2(1). Estas cadenas difieren ligeramente en su composicion de aminoacidos y en su
secuencia. La colagena tipo | es sintetizada por fibroblastos, condroblastos y
osteoblastos y se encuentra principalmente en la dermis, hueso, el tendon, la dentina
y la cérnea. En la dermis la colagena tipo | constituye entre el 80 y 90% de las
proteinas. La alta concentracion de la colagena tipo | contribuye a la gran fuerza de
tension de la dermis y su resistencia a la deformacién (Hunt Tomas K 1983).

Por otra parte, la colagena tipo | tiene una variedad de aplicaciones biomédicas y
biotecnolégicas. Por ejemplo, se utiliza para cubrir quemaduras o heridas o como un
sustrato para la ingenieria de tejidos. La proteina, presenta una antigenicidad muy
baja, asi como una baja respuesta inflamatoria y citotoxica, buenas propiedades
hemostaticas, promueve el crecimiento celular y muestra un interesante
comportamiento bioldégico cuando esta en contacto con las células o tejidos. Dadas
sus propiedades, la colagena tipo | se ha utilizado para formar un biofarmaco llamado
colagena-polivinilpirrolidona (Lépez T et. al., 2009).

E. Coladgena-polivinilpirrolidona (colagena-PVP)

La colagena-PVP, es un biofarmaco que consiste en la mezcla de colagena tipo |
obtenida de la piel porcina y el polimero polivinilpirrolidona (PVP). Estas dos
moléculas son irradiadas por rayos gamma, para su union y esterilizacion. La
polivinilpirrolidona es un polimero inerte, al cual no se le han comprobado efectos
toxicos o carcinogénicos. Este polimero ha sido utilizado desde los afios 30 como un

expansor del plasma sanguineo y actualmente se emplea como vehiculo de productos
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farmacéuticos. La finalidad de mezclar la colagena tipo | con el polimero
polivinilpirrolidona, fue que el polimero favoreciera las interacciones entre la colagena
implantada y la matriz presente del tejido donde fuera colocada (Krotzsch Gémez F.E
1995).

Una de las propiedades de la colagena-PVP es que no forma un gel cuando se diluye
en un medio de cultivo a 37°C a pH neutro, a diferencia de la colagena (Furuzawa
Carballeda J et. al., 2002). La utilizacion de rayos gamma para la esterilizacién de
colagena-PVP podria cambiar la conformacion de la colagena tipo I. Estudios como
los de Chimal-Monroy y Cols. 1997 demuestran que el patréon electroforético de la
colagena, colagena mas PVP (sin irradiar) y colagena-PVP son ligeramente diferentes
en las movilidades relativas de los componentes colagénicos de dicho biofarmaco, ya
que las cadenas a(l) y a, (I) de la colagena-PVP migraron ligeramente mas arriba
gue las mismas cadenas de la colagena tipo I. Por otro lado, las proporciones de las
bandas de colagena-PVP que se apreciaron en el electroferograma fueron distintas a
la que se resolvio con solo la colagena. Asimismo, al mezclarse la colagena y la PVP
sin ningun tratamiento con radiacibn gamma, no mostraron cambios en las
movilidades relativas ni en la cantidad de proteina resuelta por electroforesis en
comparacion con la colagena por si sola. Por otro lado, la coldgena y la colagena-PVP
presentaron diferentes estructuras en la matriz que se formdé después de ser
liofilizados, donde la colagena mostré6 una geometria mas regular que la colagena-

PVP (Chimal-Monroy et. al., 1997 y Rodriguez Fuentes Nayeli Datos no publicados).
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La colagena-PVP se ha utilizado para el tratamiento de cicatrices hipertréficas en
donde actia como un fibrolitico, al disminuir los niveles elevados de citocinas
proinflamatorias y fibrogénicas tales como IL-18, TNF- a, TGF- B1 y PDGF. A su vez,
la regulacion de factores proinflamatorios (IL-18 y TNF-a), trae como consecuencia
una disminucién en la expresion de dos moléculas de adhesion que participan de
manera importante durante la inflamacion; la E-selectina (ELAM-1) y la molécula de
adhesion celular vascular-1 (VCAM-1) (Krotzsch Gomez F et al., 1998).

La colagena-PVP también ha demostrado tener participacion directa en los procesos
reparativos de la piel. Observandose, que una herida quirdrgica tratada con colagena
PVP en ratas, induce a una remodelacion mayor en el sitio de la lesion y conlleva a
una mejor disposicion de las fibras de la colagena muy similar a la arquitectura de la
piel normal (Krétzsch Gomez F.E 1995).

Por otro lado, el tratamiento de fracturas con colagena-PVP en ratas acelera el
proceso de reparacion, al promover el reemplazamiento del callo fibroso, por callo
cartilaginoso y este ultim6 por callo 6seo en menor tiempo que los controles (Sin
tratamiento con colagena-PVP). Asimismo, este fenbmeno se ve asociado a un
incremento en la produccion de la osteopontina y la osteonectina, moléculas de la
matriz 6sea relacionadas con la formacién y mineralizacion del hueso. Por lo tanto,
colagena-PVP tuvo un efecto osteoconductivo, esto es, que permitié el
establecimiento de todas las condiciones ambientales para la regeneracion oOsea,
tales como la presencia de una matriz extracelular adecuada que favorecio la invasion

y migracion de células osteoprogenitoras (Chimal-Monroy et. al., 1997).
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Por su parte Krétzsch Gomez F.E 1995 encontré que la sintesis de colagena se
incrementd, mientras que la actividad colagenolitica disminuy6 en cultivos celulares
de fibroblastos de piel de rata tratados con colagena-PVP, estas actividades fueron
diferentes a la que presentaron sus componentes por separado colagena y PVP, en
donde la sintesis de colagena en presencia de PVP no presenté cambios
significativos con respecto al control. Por su parte, la coladgena adicionada a los
cultivos present6 una ligera disminucion de sintesis de esta proteina. Con respecto a
la actividad colagenolitica, ésta se incrementé en presencia de colagena, mientras
gue con PVP se present6 una disminucion, sin embargo, ésta no supero al valor
mostrado cuando se trato con colagena-PVP. Lo que sugiere que colagena-PVP se
comporta como una entidad diferente a nivel fisicoquimico y bioguimico. A su vez,
este estudio revela que colagena-PVP modifica el metabolismo de la colagena.
El mecanismo de accion de colagena-PVP, es a través de la disminucién en la
expresion de citocinas proinflamatorias y fibrogénicas, permitiendo que
posteriormente se alcance la homeostasis del tejido. No obstante, que se ha
identificado parcialmente el mecanismo de accién, aun se desconoce la via de
reconocimiento de colagena-PVP por las células.

Por todo lo anterior, en el presente estudio se valoré si colagena-PVP actuaria
a través de receptores tipo integrinas, como lo hacen las colagenas intersticiales. Para
ello se utilizaron los cultivos de fibroblastos en una matriz de colagena (cultivos 3D).
Dado que en este tipo de cultivos se manifiestan las interacciones célula-matriz

evidenciado por la contraccion de la matriz de colagena.
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Se sabe que el proceso i nflamatorio cr 6nico as ociado a fibrosis cutanease ve
interrumpido por la accion de la colagena-PVP disminuyendo la produccién parcial
de factores fibrogénicos, por lo que se alcanza la recuperacion de la homeostasis
del tejido. No obstante, se desconoce la via de reconocimiento del biofarmaco por
las células y d ado qu e d iferentes grupos celulares i nteraccionan con la m atriz
extracelular por medio d e | as integrinas. E s posi ble, que la colagena-PVP se a
reconocida a través de este tipo de receptores, |o cual puede evidenciarse por

medio de ensayos donde se manifieste la interaccion célula-matriz extracelular.
IV. Hipotesis

La colagena-PVP actua so bre fibroblastos humanos a través de receptores tipo

integrina disminuyendo la contraccion de la matriz.

Evaluar si colagena-PVP interacciona con receptores tipo integrinas, en un modelo

tridimensional de fibroblastos cutaneos humanos.

= Evaluarel efectode la colagena-PVP ene | f endbmeno de c ontracciéon en
cultivos tridimensional de fibroblastos.

= Valorar el efecto de la colagena-PVP sobre |a expresion de las integrinas para
colagenas intersticiales, a través de la técnica de inmunofluorescencia aplicada

a los cultivos en 3D.
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Cultivo celular de fibroblastos dérmicos humanos

Los cultivos de fibroblastos se aislaron de las biopsias de piel de parpadode
pacientes de s exo femenino, con edades entre los 45 y 56 afos. Las biopsias
fueron obtenidas durante las resecciones cutaneas cosmeéticas de pacientes que
asistieron al servicio de cirugia plastica del hospital 20 de noviembre (ISSSTE) y
que no c omprometian e | r esultado del pr ocedimiento, yaq ue erat ejido de
desecho, aun asi se solicitd el consentimiento a cada uno de los pacientes.
Técnica de derivacion celular

1. Alas biopsias de piel se les elimind primero el exceso de gr asa, sangre y
tejido necrdtico.

2. Después, se realizaron lavados con medio de cultivo D-MEM suplementado
con antibidticos (100U/mL de penicilina y 5 yg/mL de estreptomicina).

3. Eltejido se cortd en fragmentos muy finos de aproximadamente 2 mm?
transfiriendo éstos aun aso lucidon de co lagenasa bacterianat ipo IV
(SIGMA) al 0.25% en solucién de Hanks.

4. La mezclas eco locoe nu nt ubo conico de15 mL yse incubd
aproximadamente 2 horas a 37°C en bafio maria, agitando peridédicamente
con el homogenizador orbital.

5. Pasado el tiempo, se centrifugd a 1500 rpm por 5 minutos y se elimind la
colagenasa por dec antacion y a |l disgregado se le ad icionaron 5mL de
medio de cultivo D-MEM suplementado con antibioticos, glutamina 2mM y

suero fetal bovino al 10%.
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6. Se colocaron 2.5 mL de la suspension celular en botellas de cultivo de 25
cm? (Costar® NY, USA) y se incubaron a 37°C en una atmosfera himeda
con 5% de CO,.

7. A las 24 horas de incubacion, se elimind el medio de cultivo y fragmentos
de tejido flotantes. Se adicioné medio D-MEM suplementado y el cultivo
celular se mantuvo incubando por 3 dias mas, eliminando el medio y
restituyendo con medio nuevo. Asi, sucesivamente hasta que el cultivo llegd
a su confluencia, aproximadamente a los 10 dias.

8. A partir del cultivo primario se generaron subcultivos seriados. Para ello,
una vez que el cultivo llegd a su confluencia se despegaron las células de la
botella, adicionando una solucion quelante (EDTA, &cido etilendiamino
disddico) por 3 minutos a temperatura ambiente. Después se elimind la
solucion quelante y se agrego tripsina al 0.25% en EDTA incubando a 37°C
por 3 0 4 minutos. Una vez que las células se observaron con morfologia
esférica, con la ayuda de un homogenizador se agit6 cuidadosamente la
superficie de la botella para ayudar a que las células se desprendieran. La
tripsina se neutralizd6 con D-MEM suplementado y la suspensién celular se
coloco en botellas de cultivo de mayor tamafio (75 cm?) obteniéndose asf el
primer pase de cultivo.

9. Se trat6 de la misma manera en los siguientes pases, hasta llegar a los
pases sexto, séptimo y octavo, que fueron utilizados para realizar los

cultivos en tres dimensiones.
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Cultivos en tres dimensiones (3D)

Para los cultivos tridimensionales se utilizé como sustrato colagena tipo | extraida

de la piel porcina. La colagena se dializ6 con acido acético 5 mM y se esterilizd

por filtracion a través de una membrana con poros de 0.45 um. Mediante la

cuantificacion de hidroxiprolina se determiné la cantidad de colagena. La colagena

se diluyé en acido acético 5mM hasta una concentracion de 5mg/mL (esta

concentracion fue la éptima para preparar los cultivos en 3D por ensayos previos).

Los cultivos fueron preparados en cajas de 24 pozos marca (Nunc "™ NY, USA),

siguiendo la metodologia propuesta por Cornelia Mauch et. al., 1988 y 1993, asi

como de Delvoye P et. al., 1983 con algunas modificaciones.

a) Se mezclé 1.15 mL de medio D-MEM 1.5X (D-MEM concentrado una y

b)

media veces con glucosa y suplementado con glutamina 2mM, antibiéticos
100U/mL de penicilina y 5 pg/mL de estreptomicina y suero fetal bovino al
10%) con 0.4 mL de colagena (5 mg/mL) y 0.25 mL de una suspension
celular de fibroblastos (2.0 X 10°/mL). Los fibroblastos utilizados se
obtuvieron de una biopsia de piel de parpado de un paciente femenino de
48 afios de edad en los pases sexto, séptimo y octavo. Cabe aclarar que
los fibroblastos obtenidos de las demas muestras de piel fueron utilizados
para estandarizar la técnica.

Finalmente, cada cultivo fue tratado con colagena-PVP, anticuerpo
monoclonal de ratén anti-B; integrina humana (mAb 1987) para estudios de
inhibicion o con medio de cultivo como control. Adicionando, durante la

preparacion de los cultivos 0.2mL de colagena-PVP a diferentes
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concentraciones 0.5, 1.0 y 3.0% y 0.2mL de medio de cultivo al control. El
anticuerpo anti-subunidad B, integrina (1/500) se adiciondé durante la
preparacién de los cultivos y en otro ensayo una vez que polimerizé la
coldgena, una hora después de que los cultivos se incubaron a 37°C en
una atmosfera humeda con 5% de CO..

c) Una vez que polimerizé la coldgena, con la ayuda de una aguja estéril se
despegaron los geles de las paredes del pozo, evitando dafarlos o
romperlos, con la finalidad de contar con geles de flotacion libre.

Evaluacion de la contraccion de la matriz de colagena en los cultivos 3D

La contraccion de la matriz de colagena, se evalué midiendo el area del gel a
diferentes tiempos de incubacion. Considerando, que de inicio la matriz ocupaba el
area total del pozo (201 mm?). Los cultivos se monitorearon a las 12, 15, 18, 21,
24, 36 y 39 hrs horas de incubacion. Tomando, imagenes con ayuda del foto
documentador Gel-Doc de BIO- RAD® (Figura 5a). Las imagenes tomadas se
analizaron con el software Axiovision del microscopio Zeiss (Carl Zeiss, AB,
Alemania), con el cual se delimit6 el perimetro del gel y con ello se calcul6 el area
(Figura 5b).

£ Caal Do X

DELIMITACION DEL PERIMETRO DEL GEL

(b)

st s PR il e Figura 5. Foto documentador Gel-Doc de BIO-
B am @ =" RAD®. A. Las imagenes de los geles se obtuvo
fotografiando los cultivos en 3D a diferentes
(a) tiempos de incubacion. B. Con el software
Axiovision se delimitd el perimetro de gel y con

ello se calculo el area.
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Para realizar las diferentes técnicas histoldgicas, en paralelo, se realizé un ensayo
bajo las mismas condiciones previamente descritas en los cultivos 3D de
fibroblastos en octavo pase. Donde los geles fueron liberados del pozo por medio
de una pipeta de 500ul a las 12, 24, 36 y 48hrs de incubacion conservandose de
acuerdo a lo especificado en cada técnica histolégica.
Histomorfologia de los cultivos tridimensional 3D
Los geles de colagena tratados con colagena-PVP vy control (previamente
descritos) de 48 horas de incubacion, fueron fijados e incluidos en parafina.
Posteriormente, se realizaron cortes seriados de 5um montandose en laminillas de
vidrio y fijandose con acetona fria por tres minutos. Después se lavé con agua
destilada y se tifid6 con hematoxilina de Harris por cinco minutos seguido de un
lavado con solucion saturada de carbonato de litio y agua destilada. Finalmente,
se tifid con eosina al 1% por dos minutos y se enjuagd con agua destilada. Las
laminillas se observaron en el microscopio marca Zeiss (Carl Zeiss, AB, Alemania)
a un aumento de 20X.
Inmunofluorescencia indirecta
Los geles obtenidos de los cultivos 3D tratados con las diferentes concentraciones
de colagena-PVP (0.5, 1.0 y 3.0%), anticuerpo anti-subunidad p; integrina o con
medio de cultivo (control) previamente descritos. Se conservaron en un medio de
inclusién para congelacion sumergiéndose en nitrogeno liquido por 15 segundos y
almacenandose a —70°. Se realizaran cortes seriados de 5 um con ayuda de un
criostato. Dichos cortes se montaron sobre laminillas de vidrio previamente

tratadas con silano. Posterior a esto, se realiz6 una segunda fijacion con acetona
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fria por 3 min. eliminando el exceso con lavados de PBS 1X (Sol. Buffer salina de
fosfatos). Después se adiciond estreptavidina por 15 min. conservando las
laminillas en una camara humedad, evitandose asi que las muestras se secaran.
Pasado el tiempo se hicieron lavados con PBS 1X y después se realizd un
bloqued con biotina por 15 min. Transcurrido el tiempo se lavé con PBS 1X y se
bloqueé con albumina sérica bovina (1mg/mL) por 30 min. con el objeto de
eliminar la sefial inespecifico de fondo. El exceso de albumina se elimino
sacudiendo las laminillas e inmediatamente se coloco el anticuerpo primario de
raton anti-a, integrina humana (mAb 1950) a una dilucién (1/100) en una laminilla
y en otra se adiciond el anticuerpo primario anti-prolilhidroxilasa preparado en
ratbn anti-humana (CLONE 5B5) a una dilucién (1/50) durante dos horas. Se
incluyé también un control negativo a éste no se le agreg6 el anticuerpo primario,
Unicamente se adicion6 albumina sérica bovina. Al terminé de las dos horas se
realizaron lavados con PBS 1X y se coloco un anticuerpo secundario biotinado de
amplio espectro (anti-raton) por una hora. Transcurrido el tiempo las laminillas se
lavaron con PBS 1X y se adicion6 estreptadividina-fluoresceina (10ug/mL) durante
10 min. seguido de lavados con PBS 1X. Por ultimd, se colocaron entre 6 y 7 pl del
reactivo Vectashield con Dapi (4", 6 -diamino-2-fenilindol dihidroclorhidro) con el
cual se marcaron los nucleos celulares de los fibroblastos. Las laminillas fueron
examinadas utilizando un microscopio para fluorescencia Zeiss (Carl Zeiss, AB,
Alemania), la luz de excitacion (485 y 400nm de longitud para FITC y DAPI,
respectivamente) se obtuvo a partir de una lampara de Xenén. Se observaron con

un aumento 20X y se fotografiaron. Las imagenes se analizaron utilizando el

45 de 80



Efecto de la colagena-polivinilpirrolidona sobre la expresion de integrinas en cultivos MET0DO

tridimensionales de fibroblastos Rosarie P
software Axiovision del mismo microscopio, determinando la densitometria
(intensidad luminosa de la fluorescencia emitida por cada proteina analizada)
contemplando siempre un nucleo para asegurar que esta fluorescencia
correspondiera a una célula y ademas se analiz6 el area que ocupaba la
fluorescencia emitida. Finalmente, se calcul6 el cociente de la intensidad luminosa
entre el area ocupada por dicha intensidad (densidad luminosa/area um?), con
esta medida se evidencio de manera cuantitativa la expresion de ambas proteinas.
Andlisis estadistico
Para el andlisis estadistico de nuestros datos se utilizd el paguete Sigma Stat
Version 2.0 el cual sugirio las pruebas estadisticas de Mann Whitney y Student
para el analisis de datos de las inmunofluorescencias y Tukey para el analisis de

las areas de los geles. Se utilizé una significancia de p<0.05.
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Evaluacion d el aco ntracciond el a matriz de co lagena enp resenciad e
colagena-PVP en geles de libre flotacion.

Para n uestro est udio s e pr epararon | os cu ltivos en tres dimensiones ( 3D) ¢ on
fibroblastos en sexto, sé ptimo y octavo pase, derivados de una biopsia de pi el de
parpado de un paciente f emenino de 48 afi os de e dad. Se se mbraron 5.0 X 1 0*
células con 2mg de colagena tipo I. Los cultivos se realizaron en cajas de cultivo de
24 pozos (area del pozo 201mm?). Se monitored el area de | a matriz de c olagena a
diferentes tiempos de incubacion.

Cuando se se mbraron los fibroblastos enla matrizde co lagena, | os fibroblastos
colapsaron y r eorganizaron | a matriz hast al a f ormacién de un cu erpo denso . La
reduccion en el area de la matriz de colagena, representaria la contraccion del tejido
conjuntivo intersticial en un proceso in vivo (Cornelia Mauch et. al., 1988, Grinnell F,
2003 y Dallon JC y Ehrlich HP 2008).

En nuestro estudio, la contraccién de la matriz de colagena se dio de manera gradual,
observandose a partir de las 9 hrs de incubacién, sin embargo, la mayor contraccién
se produjo entre las 12 y las 39 hrs. (Figura 6). Después de este tiempo los geles de
colagena se gi raban per pendicularmente i mpidiendo su medicion. Sin embargo, la
matriz de colagena siguid contrayendo hasta que la contraccién fue completada entre

las 48 y 60 hrs (Dato no mostrado).

47 de 80



Efecto de la colagena-polivinilpirrolidona sobre la expresion de integrinas en cultivos RESULTADOS
tridimensionales de fibroblastos Rosaria P

“

Figura 6. Contraccion de los geles de colagena por fibroblastos de piel humana. Los
cultivos en 3D f ueron p reparados en placas de 2 4 pozo s de 201 mm’ de ar ea y
fotografiados a diferentes tiempos de incubacion. De izquierda a derecha; 9, 24 y 39 hrs.

En los cultivos de colagena en 3 D, primero se evalud la contraccion de la matriz de
colagena en presencia de colagena-PVP a diferentes concentraciones 0.5, 1.0y 3.0
%. La contraccién de la matriz se comporto igual tanto en presencia de colagena-PVP
como en el control. O bservandose que a las 12 horas de incubacion la matriz de
colagena disminuyo hasta alcanzar casi la mitad del area inicial pasando de 201 a
110mm?, posterior a este tiempo y hasta las 39hrs de incubacién, la contraccion fue
mostrandose mas lenta ya que el area de la matriz solo continué reduciéndose 30
mm? mas. Colagena-PVP a u na co ncentracion de 3. 0% p arece contraer en m enor
proporcion que el control, observandose una diferencia de area de casi 10mm? entre
los dos grupos, sine mbrago, estas diferencias nof ueron est adisticamente
significativas (Figura 7). Ademas, se observé que el pase celular no fue un factor que
pudiera i nfluir en el fenémeno de c ontracciéon, dado que el comportamiento dela
contraccién descrito previamente fue similar aun cuando se utilizaron pases diferentes
(Sexto, séptimo y oct avo). Porlo que co lagena-PVP not uvo ningunefectoenl a

contraccion de la matriz.
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Figura 7. Contraccién de los cultivos de colagena en 3D. Las areas de los geles fueron medidas y
expresadas como la media de triplicados por ensayo, las barras verticales representan la desviacion
estandar. Sélo se muestra la grafica de un ensayo representativo. La contraccion en el control con respecto a
los diferentes tratamientos con colagena-PVP (0.5, 1.0 y 3.0%) no mostraron cambios.

Evaluacion de la inhibicion o retardo de la contraccion de la matriz de colagena
en los cultivos en 3D.

Se realizaron ensayos de inhibicidon o retardo de la contraccion, adicionando a los
cultivos en 3D un anticuerpo anti integrina ;. El anticuerpo se coloco a los cultivos
antes de que polimerizara la colagena y en otro ensayo se coloc6 una hora después
de iniciada la incubacion de los cultivos, ya que ha este tiempo la colagena ya habia

polimerizado.
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La presencia del anticuerpo produjo una menor contraccion de la matriz de colagena
con respecto al control en los diferentes tiempos de monitoreo. A las 12 hrs de
incubacion el control habia contraido la matriz casi a la mitad del area inicial pasando
de 201 a 100mm?, mientras que en presencia del anticuerpo la matriz de colagena
solo habia disminuido su area 50 mm? pasando de 201 a 150mm? (Figura 8). Estas
diferencias se mantuvieron en todo el tiempo de monitoreo y las diferencias fueron
estadisticamente significativas (p<0.05). Con estos resultados se corrobora que los
receptores de la familia B, integrina juegan un papel importante en la contraccién de la
matriz (Langholz O y Cols. 1995). Por otro lado, la contraccion de la matriz de
colagena se comporto igual, cuando se adicioné el anticuerpo antes y después de que
polimerizara la colagena, éste ultim6 resultado podria indicarnos que existe una
continua neosintesis de receptores ya que al adicionar el anticuerpo después de que

polimerizara la coldgena permitié determinarlo (Figura 8).
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Figura 8. Retardo o inhibicion de la contraccion de la matriz de colagena tipo | por fibroblastos de
piel humana. El area de la matriz de colagena en los cultivos tratados con el anticuerpo fue
mayor que en el control en cada tiempo de monitoreo (p <0.05). La adicion del anticuerpo antes y
después de que polimerizara la colagena mostré el mismo comportamiento.
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Descripcion histomorfolégica de los cultivos tridimensionales (3D)

Con la finalidad de conocer si colagena-PVP interviene en la distribucion y orientacién
de los fibroblastos dentro de la matriz de colagena, se realiz6 la histomorfologia de los
cultivos 3D. Para ello, se utilizaron los geles de colagena de 48 horas de incubacion
los cu ales fueron f ijados e incluidos en par afina yco na yudade la tincion de
hematoxilina y eosina se evaluo | a distribucion celular. O bservandose que las fibras
de colagena que forman la matriz se alinean de forma perpendicular y los fibroblastos
se orientan en lam isma direccion que las fibras. Este ar reglo esp acial del os
fibroblastos dentro de | a matriz de co lagena f ue e | mismo q ue presentaron los
fibroblastos en los cultivos tratados con colagena-PVP a diferentes concentraciones,
por lo qu e co lagena-PVP no intervino en | a distribucidon ce lular dentro d e la matriz

(Figura 9)

Figura 9.

Fotomicrografia de | a
matriz de colagena en los
cultivos (3D). Los nucleos
del osf ibroblastoss e
aprecian alargados en
obscuro, mientras que las
fibras de ¢ olagena tipo |
se observan enun color
rosa. Tincién de
hematoxilina y eosina
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Expresion de la subunidad a;integrinay la enzima prolilhidroxilasa

La contraccion del tejido de granulacién en una herida, se lleva acabo principalmente
por la migracion celular, dada por la interaccion célula-matriz extracelular, esta
interaccién es mediadas a través de receptores tipo integrinas (Sethi KK, et al., 2002 y
Barczyk M. et. al., 2010). Por ello, en el presente estudio se evaludé el patrén de
expresion de la subunidad a, integrina en presencia de coladgena-PVP. Esta
subunidad forma heterodimero con la cadena B; (ver Figura 3). La a,f; integrina es
uno de los principales receptores que interactian con la colagena intersticial tipo | (ver
Tabla 4). Por otro lado, también se determind si colagena-PVP podria modificar
alguna actividad celular, como la sintesis de coldgena. Para ello, se cuantificd la
expresion de la enzima prolilhidroxilasa, como una medida indirecta de medir la
sintesis de colagena. Esta enzima participa en la hidroxilacién del aminoacido prolina
durante la sintesis de esta proteina (Luque José 2008).

La expresiéon de la subunidad a, integrina y la enzima prolilhidroxilasa se analizé por
medio de inmunofluorescencia indirecta, en los cultivos en 3D de fibroblastos en
octavo pase y tratados con colagena-PVP (0.5, 1.0 y 3.0%) o con medio (control) a las
12, 24 y 36 horas de incubacion, asi como también, en los cultivos donde se adiciono
el anticuerpo anti integrina 3; antes de que polimerizara la coldgena (debido a que no
se observaron diferencias entre los dos ensayos antes y después de polimerizar la

coldgena) en éste Ultimo caso solo se analizaron los horarios de las 24 y 36hrs.
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Lai ntensidad d e | a f luorescenciad el a en zima prolilhidroxilasa f ue mucho m as
evidente que la que presentod la subunidad a; integrina, mostrada en color verde en

ambos casos (FICT). Los nucleos celulares se observaron en azul DAPI (Figura 10).

A C

Figura 10. Fotomicrografia a 20X. Inmunofluorescencia indirecta de los sistemas en 3D. En azul
(DAPI) se observan los nucleos de los fibroblastos. A. Blanco, sélo se observan los nucleos en azul
(DAPI) y no hay marca para fluoresceina (FICT). B. Expresion de a, integrina en verde (FICT) C.
Expresién de | a enzima pr olilhidroxilasa en verde (FICT). La evaluacion cu antitativa de am bas
proteinas, se realizé consideraron los nlcleos presentes en tres campos por laminilla. Solo se
muestra una imagen representativa.

Expresion de la subunidad a; integrina

En el control la expresion de la subunidad a; integrina incremento de las 12 a las 24
hrs de monitoreo, para después disminuir hasta las 36 hrs, mostrandose un pico de
los ni veles maximos de exp residonal as 24 hr s (variaciones est adisticamente
significativas). E | co mportamiento en |a expresion de a; integrina en pr esencia de
colagena-PVP al 0.5% fue similar al control. Sin embargo, en presencia de colagena-
PVP al 3.0% la expresion de la subunidad a; fue disminuyendo de las 12 alas 39hrs
de monitoreo, ésta disminucion fue estadisticamente significativa. Con respectoal a
expresion de a, integrina en presencia d e co lagena—PVP al 1. 0% se presentdé un
comportamiento muy similar al de colagena-PVP al 3.0%, sin e mbargo, no fue tan

claro como en este ultimo (Figura 11). Estos resultados indican que colagena-PVP
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por algin motivo modifica la expresion de la subunidad a; integrina, sin embargo, esta
modificacion no alteré la contraccion de la matriz, ya que contrajeron igual los cultivos
tratados con colagena-PVP al 3% y el control (Figura 7). Por otro lado, en los cultivos
tratados con anti integrina B; no se evidencid la subunidad a; integrina, este ultimo
resultado puede deberse a que el anticuerpo podria detectar a la subunidad solo en el
heterédimero, aunque la informacion correspondiente del anticuerpo no lo
especificaba (Figura 11).
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Figura 11. Cociente de densitometria/drea expresada por la subunidad a, integrina. Dicha proteina presenté un
pico maximo de expresion a las 24hrs tanto en el control como con colagena-PVP al 0-5%. Sin embargo, en
presencia de colagena-PVP al 3.0 % la expresion de a, fue disminuyendo como avanzaba la contraccion, un
comportamiento similar a este ultim6 se observé en presencia de coldgena-PVP al 1.0 %. ND representa muestras
donde no hubo tejido (p <0.05 andlisis estadistico de Mann Whitney y t-student)
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Expresion de la enzima prolilhidroxilasa

Con respecto a la expresion de la enzima prolilhidroxilasa, ésta fue disminuyendo
conforme de las 12 a las 39 hrs de monitoreo, este comportamiento se observo tanto
en el control, asi como en los cultivos tratados con colagena-PVP al 0.5%. Sin
embargo, en presencia de colagena-PVP al 3.0 y 1.0% la expresion de la enzima
prolilhidroxilasa se mantuvo casi constante durante la contraccién de la matriz (Figura
12). Por lo que, colagena-PVP si parece modificar la actividad celular, en el caso
particular de la sintesis de colagena.

Por otro lado, la expresion de la enzima prolilhidroxilasa fue menor en los cultivos
tratados con anti integrina 1 a las 24 hrs de incubacion en comparacion con el control
a las 12hrs (Figura 12). Esta ultima comparacion, es considerando que en estos
horarios de las 12 y 24 hrs, el area de la matriz de colagena casi fue similar en ambos
grupos (Figura 8). Sin embargo, a pesar que en los cultivos tratados con anticuerpo la
matriz de colagena seguia siendo mayor al control, la expresion de prolilhidroxilasa
fue menor. Por lo que, al parecer la inhibicion del receptor B, integrina podria influir en

la disminucion de la sintesis de colagena.
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Figura 12. Expresion de la enzima prolilhidroxilasa. En los sistemas 3D la sintesis de coldgena fue
disminuyendo conforme avanzaba la contraccion tanto en el control como con coladgena-PVP al 0.5%, sin
embargo, en presencia de coldgena-PVP al 3.0% la sintesis de coldgena se mantuvo constante. (p <0.05
analisis estadistico de Mann Whitney y t-student)
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INX. Discusion

Efecto de la colagena-PVP en la contraccion de la matriz de colagena.

La contraccién en una herida consiste es la aproximacion de los bordes de la
herida dada por la compactacion del tejido de granulacion. Las interacciones
célula-matriz extracelular, célula-célula y matriz-matriz proporciona una red de
vinculos a través de la herida, ésta red le sirve a los fibroblastos y miofibroblastos
para que la fuerza de traccion generadas cuando migran sobre la matriz, se
propague por toda la herida. Estas interacciones se dan entre las fibras de actina
del citoesqueleto celular y la matriz a través de integrinas principalmente. La
contraccibn se ha podido estudiar in vitro gracias a los cultivos en tres
dimensiones (3D). En donde se observo, que cuando se siembran fibroblastos
sobre una matriz de colagena, los fibroblastos colapsan y reorganizaron la matriz
hasta la formacién de un cuerpo denso dada por la activa movilidad de las células
(Klein CE et. al., 1991, Clark Richard A.F 1996, Grinnell F 2003 y Dallon JC y
Ehrlich HP 2008).

Al evaluar el efecto de la coladgena-PVP en la contraccion en los cultivos en 3D no
se observo inhibicion, retardo o aceleracion de ésta (Figura 7), por lo tanto, la
actividad moduladora en el metabolismo celular de la colagena-PVP
aparentemente no reside en su capacidad de interaccionar con receptores de
colagenas intersticiales como las integrinas. Posiblemente, esto se deba a que la
colagena-PVP es rapidamente degradada por las enzimas constitutivas del
organismo que regularmente se encuentran presentes en la region donde se

administra farmacoldgicamente, como lo demuestra el trabajo de Nayeli Rodriguez
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(Datos no publicados) en donde a una concentracion de 6 ng de la enzima
metaloproteasa-1 (MMP-1) y con tan sé6lo 15 min de incubacién, 300 ug de
colagena-PVP fueron digeridos en una proporcion de alrededor del 50% a
diferencia de la colagena por si sola que tardo mas en degradarse.

Inhibicibn o retardo de la contraccion de la matriz de colagena en los
cultivos en 3D.

Las integrinas son una gran familia de proteinas heterodiméricas
transmembranales, compuestas por dos subunidades polipeptidicas a y B unidas
por enlaces no covalentes (Heino J 2007 y Clark Richard A.F 1996). Las integrinas
juegan un papel importante en la contraccion del tejido al crear vinculos entre la
célula y la matriz extracelular. En el presente trabajo al evaluar la contraccion de la
matriz de colagena en presencia de un anticuerpo dirigido contra la subunidad (3,
integrina, se observo que la matriz contrajo en menor proporcion que el control con
una diferencia de casi 50mm? de area. Con este ensayo se evidenci6 la
participacion de los receptores pertenecientes a esta familia de integrinas en dicho
proceso (Figura 8). En el presente trabajo, ademas de adicionar el anticuerpo
dirigido a la subunidad B; antes de que polimerizara la colagena, es decir, se
adicion6 durante la preparacion de los cultivos y en otro ensayo se adicioné una
hora después de iniciada la incubacion cuando la colagena ya habia polimerizado,
con la finalidad de determinar el recambio de receptores de la familia B, integrinas,
que pudiera ser un factor clave en el la contraccion de la matriz. El efecto en la
contraccion de la matriz en ambos casos (antes y después de polimerizar la
colagena) fue el mismo, contrayendo en una menor proporcion la matriz de

colagena con respecto al control (Figura 8), con estos resultados podriamos
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considerar que dichos receptores estan en constante recambio debido a que una
hora después de adicionado el anticuerpo la contraccién fue menor que en el
control y lo mismo sucedi6 cuando se adiciono el anticuerpo una hora antes.

Estos es importante, dado que la colagena-PVP es un biofarmaco que se aplica
una vez que se ha producido una herida o en una secuela fibrosa como la cicatriz
hipertrofica, podriamos considerar que los receptores pertenecientes a la familia
de las B, integrinas, estan en constante recambio lo que tendria como ventaja que
la colagena-PVP pudiera tener la posibilidad de encontrar receptores libres
pertenecientes a esta familia para poder interaccionar con ellos.

Por su parte, otros trabajos ha evidenciado la participacion de otras subunidades
de las integrinas en la contraccion por fibroblastos en los cultivos en 3D. Langholz
Oy Cols. 1995 adicionaron anticuerpos contra las subunidades a;, azy también a,
y B: integrinas, sin embargo, la adicién del anticuerpo sélo lo hicieron durante la
preparacion de los cultivos 3D y no cuando polimerizo la colagena como en
nuestro estudio. Ellos, encontraron que la presencia del anticuerpo dirigido contra
la subunidad B1, se traduce en un retardo de la contraccion, es decir, el control (sin
anticuerpo) comenz6 a contraer después de las 2 horas de incubacion, mientras
qgue en presencia del anticuerpo la contraccion de la matriz se produjo hasta
después de las ocho horas. Por otro lado, la incubacion con los anticuerpos a; y as
no mostraron cambios con respecto al control. Por su parte, el anticuerpo dirigido
contra la subunidad a; resulté en un retardo minimo en la contraccion. Ademas,
también evaluaron el efecto de la contraccion al adicionar una combinacion de los

anticuerpos dirigidos contra la subunidades a;y B;, resultando en un retardo de la
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contraccion, sin embargo, éste no supero el efecto mostrado cuando se adicioné
s6lo el anticuerpo contra la subunidad B;. En cambio, la inhibicion de la
contraccion fue mucho mayor cuando se adicioné al cultivo los anticuerpos
dirigidos contra las subunidades a, y B: integrinas, sugiriendo una fuerte
participacion de dicho heterodimero en el proceso. Sin embargo, la presencia de
anticuerpos aplicados de forma individual o en combinaciéon no inhibié de forma
completa la contraccién de la matriz de colagena. Posiblemente esto se deba a
que los fibroblastos manifiesten un repertorio de receptores, ademas de las
integrinas que coinciden con la coldgena tipo |, lo que indicaria que otros
receptores podrian intervenir en la contraccion de la matriz. Esto es concebible, ya
qgue se han identificado a otros receptores que pueden interaccionar con varias
colagenas de la matriz extracelular incluyendo la tipo |, llevando a cabo varias
funciones celulares, en algunos casos de forma independiente a las integrinas tal
es el caso de los receptores de dominio discoidina DDR; y DDR;, que pertenecen
a la familia de receptores de tirosina cinasas (RTK). Asi como, los sindecanos
(proteoglicanos transmebranales), entre otros (Ver anexo B).

Expresion de integrinas

El heterodimero a,p; integrina es uno de los principales receptores para colagena
tipo | (Tabla 4), Por lo que, en el presente estudio se evalud la expresion de la
subunidad a; integrina en los cultivos en 3D tratados con coldgena-PVP en los
horarios de las 12, 24 y 36hrs. En donde, la expresion de la subunidad a, fue
disminuyendo conforme aumentaba la contraccion de las 12 a las 36 hrs. Este

comportamiento se observo en presencia de colagena-PVP al 1.0 y 3.0 % aunque
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en el primer caso no fue tan clara esta disminucion como en el caso de colagena
PVP al 3.0%. En contraste, en el control y en los cultivos tratados con colagena-
PVP al 0.5% la expresion de dicha subunidad fue aumentado de las 12 a las 24
hrs, es decir, conforme fue aumentando la contraccion, apreciandose un pico
méaximo de expresion a las 24hrs y a partir de aqui disminuy6 hasta las 36 hrs. Al
parecer coladgena-PVP si intervino en la expresion de la subunidad a,, sin
embargo, esta disminucién en la expresion no afecto la contraccion ya que como
se muestra en la Figura 7 la contraccion fue la misma tanto en presencia de
colagena-PVP como en ausencia de ella.

Otros trabajos, han evaluado el patrén de expresion de otras subunidades de las
integrinas en cultivos de fibroblastos de piel en 3D y en monocapa. Dentro de
estos trabajos se encuentran los de Klein CE y Cols. 1991 quienes evaluaron a las
subunidades a;, a,, as, a4, Gs, 0. Oy Yy P1 por medio de inmunoprecipitacion.
Encontrando que los niveles de sintesis del heterodimero a,B; en los cultivos en
3D fue de 10 a 14 veces mayor que en los cultivos en monocapa. Mientras que las
otras integrinas estudiadas se mantuvieron sin cambios (0181, asB1, asPB1, avPx) O
reducida en el caso de a4f3:. Los niveles de sintesis de a1 aumentaron conforme
fue aumentando la contraccion, sin embargo, cuando ya no habia contraccién de
la matriz, la actividad de sintesis de a,p; disminuy6 hasta alcanzar un “nivel basal”
semejante al de los cultivos en monocapa. Ademas, ellos también encontraron que
en ciertas lineas de fibroblastos mostraron una taza de contraccidon
particularmente alta y éste se correspondia con un aumento en los niveles de

sintesis de aB;. En paralelo, éllos analizaron la regulacion transcripcional de la
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expresion de las cadenas a, y B: en diferentes puntos claves durante la
contraccion, encontrando que la expresion del mRNA para a, incrementé
considerablemente una vez iniciada la contraccion, asi como también los niveles
de mRNA de B; Estos resultados llevan a la conclusién de que los altos niveles
de ayB; son asociados al proceso de contraccion de la matriz y que el patréon de
expresion cambia cuando la célula se encuentra en un ambiente mas semejante al
in vivo.

Sin embargo, en nuestro estudio, la contraccion de la matriz en presencia
de colagena-PVP fue la misma al control a pesar de que la expresién en la
subunidad a, fue disminuyendo aun cuando aumentaba la contraccion, por lo que
cabria la posibilidad de que la colagena-PVP pudiera actuar a través de otros
receptores incluyendo a otras subunidades de las integrinas, llevando a resultados
similares en la sefializacion de la contraccion.

Por otro lado, en los cultivos tratados con anti integrina 31 no hubo evidencia
de la subunidad a; integrina (Figura 11). Esta falta de expresion en la subunidad
podria deberse a que el anticuerpo utilizado sé6lo detecta a la subunidad en la
forma de heterodimero, aunque la informacion correspondiente del anticuerpo no
lo especificaba.

Enzima de la enzima prolilhidroxilasa

Indirectamente la sintesis de colagena se evalué con la expresién de la enzima
prolilhidroxilasa en lo cultivos en 3D a las 12, 24 y 36 hrs de contraccion.
Encontrando en el control una disminucion en la expresion de la enzima

prolilhidroxilasa conforme fue aumentando la contraccion de la matriz,
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mostrandose un comportamiento similar en presencia de colagena-PVP al 0.5%.
En contraste, con colagena-PVP al 1.0 y 3.0% la expresion de la enzima
prolilhidroxilasa parece mantenerse constante durante la contraccion. Estos
resultados podrian indicarnos que colagena-PVP modifica la actividad celular,
como se observo también con la expresion de la subunidad a; integrina,
Comparando nuestros resultados con los de Cornelia Mauch y Cols. 1988 quienes
evaluaron la sintesis de coldgena pero medida a través del aminoacido
hidroxiprolina en cultivos en monécapa y 3D, encontrando que la sintesis de
colagena fue disminuyendo conforme aumentaba la contraccion de la matriz
cayendo hasta el 5% con respecto a los valores encontrados en cultivos de
monocapa Yy en geles no contraidos. La reduccion involucré a las colagenas tipo |
y IlI, lo que sugirié una regulacion concomitante de ambas colagenas, a su vez se
observo que la disminucion en la sintesis de estas proteinas no se relacionaba con
el aumento en la degradacién, ya que encontraron los mismos valores de
metaproteinasas tanto en los cultivos en monocapa como en los cultivos en 3D.
Ademas, entre otras observaciones la morfologia de los fibroblastos en los
sistemas 3D se observé elongada y la proliferacion se redujo significativamente a
diferencia de los fibroblastos sembrados en monocapa. Esto sugirié la
reprogramacion de varias actividades celulares en respuesta al contacto con la
reconstituida matriz extracelular (cultivos en 3D).
Por otro lado, otros trabajos han evaluado la sintesis de colagena en presencia de
coldgena-PVP pero en cultivos de fibroblastos en monocapa, tal el es el caso de

Krétzsch Goémez F.E 1995 quien cuantific6 por medio de la incorporacion de la
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prolina [**C] la sintesis de coldgena en presencia de colagena-PVP, colagena y
anicamente polivinilpirrolidona, encontrando un incremento en la sintesis de
colagena en presencia de colagena-PVP, la cual disminuy6 hasta niveles basales
conforme se incrementaba la concentracién del biofarmaco. En cuanto a los
tratados con colagena o PVP el comportamiento fue muy diferente.
Por lo que, la presencia de coldgena-PVP modifica la actividad celular en los
cultivos en 3D, manteniendo constante la sintesis de colagena, lo que haria
pensar que las células responden de forma diferente al biofarmaco en un sistema
mas semejante al in vivo (cultivos en 3D). Por lo que, no solo el contacto de las
células con la matriz extracelular reconstituida puede modificar la morfologia,
actividad, proliferacion de la célula, como lo menciona Cornelia Mauch y Cols.
1988, a su vez la presencia de colagena-PVP puede modifica la actividad celular,
de manera independiente, lo que se asocia con las actividades farmacoldgicas de
la colagena-PVP en los procesos de remodelacion tisular (Krotzsch Gémez F.E
1995 y Krétzsch Gomez F et. al., 1998).

La disminucién en la expresion de la subunidad a, y prolilhidroxilasa se
relacionada con la actividad metabdlica y no es un resultado de muerte celular,
esto se sustenta con la continuidad de la contraccion de la matriz evaluado hasta
por 60hrs (Dato no mostrado) y con los ensayos de tratamientos con colagena-
PVP donde se mantiene la expresion de la enzima prolilhidroxilasa durante la
contraccion (Figura 12)

Por otro lado, con respecto a la expresion de la enzima prolilhidroxilasa en

geles donde se adiciond el anticuerpo B:1 a las 24hrs de incubacion, el valor de

64 de 80



Efecto de la colagena-polivinilpirrolidona sobre la expresion de integrinas en cultivos DISEUSION

tridimensionales de fibroblastos Rosania P
expresion fue menor al presentado por el control al tiempo de las 12hrs (Figura
12). Esta ultima comparacién, es considerando que en presencia del anticuerpo la
matriz de coldgena redujo casi 100mm? su area hasta las 24 hrs de incubacién,
mientras que el control esta misma reduccion del area la alcanz6 a las 12 hrs
(Figura 8). Sin embargo, aun cuando la matriz de coladgena en los cultivos tratados
con el anticuerpo seguia siendo mayor a las 24 hrs que el control a las 12hrs, la
expresion de la enzima prolilhidroxilasa fue considerablemente menor en el primer
caso. Por lo que, al parecer la inhibicion del receptor B; integrina podria influir en la
disminucién de la sintesis de colagena. Trabajos como los de Lui S y Cols. 2009
demuestran que la inhibicién de la subunidad B: integrina en ratones knockout se
traduce en una reduccion de la sintesis de colagena tipo |. Los receptores
principalmente de la familia B, integrina median las interacciones célula-matriz y a
su vez esta adhesion celular resulta en la programacién de la activacion de genes
fibrogénicos.

Algo muy interesante de nuestro estudio fue, que la enzima prolilhidroxilasa
manifestd expresion en los cultivos en 3D tratados con el anticuerpo f; integrina,
por el contrario, la subunidad a, no se detecto, con ello se podria confirmar que el
anticuerpo de reconocimiento para esta subunidad sé6lo se da cuando el receptor
esta en su forma de heterodimero.

Histomorfologia de los sistemas 3D
Al evaluar los sistemas en 3D por medio de la técnica de hematoxilina y eosina
observamos como la células se orientan en el mismo sentido que las fibras de

colagena (Figura 9), con ello corroboramos la existencia de una fuerte interacciéon
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entre la célula y la matriz, evento conocido como reciprocidad dinamica, en donde
los receptores de la matriz inducen una cascada de sefializaciones fisicas y
bioquimicas que se transmiten desde la membrana celular hasta el nucleo,
acompafiada por cambios en la morfologia celular y del tejido. Estas
modificaciones implican la reorganizacion del citoesqueleto y cromatina, lo que
conlleva a cambios en la expresion de los genes y que a su vez afecta el
microambiente celular. Este dialogo dinamico y reciproco entre la célula y su
microambiente actia como un circuito que integra la arquitectura y funcion tisular.
El conector de este circuito incluye un eje mayor de sefalizacion que es
transmitido y regulado por el citoesqueleto (Xu R et., al. 2009 y Roskelley CD,
Bissell MJ 1995).
Como observamos en la figura 9 los fibroblastos se disponen en la misma
direccion que las fibras de colagena lo que se llama orientacion de contacto, ésta
organizacion nos indica que la migracion celular se da sobre las fibras y no se
hace cruzando (Clark Richard A.F 1996). La presencia de colagena-PVP en los
cultivos en 3D no afect6 esta orientacion.

Finalmente, los cultivos en tres dimensiones (3D) son una buena
herramienta de estudio para seguir evaluando las actividades celulares a
diferentes niveles, como es la morfologia, proliferacion, apoptosis, etc, asi como
para la evaluacién de algunos farmacos, como fue el caso de la colagena-PVP, ya
que con la ayuda de estos cultivos pudimos evaluar como la célula responde a

este biofarmaco en un ambiente mas semejante al in vivo.
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e El contacto de las células con la matriz extracelular reconstituida puede modificar
la m orfologia, act ividad y proliferacion delacélula,asu vezlapresencia de
colagena-PVP puede modificar la actividad celular en la expresién de las proteinas
a» integrina y prolilhidroxilasa, de manera independiente, o que se asocia con las
actividades f armacolégicas del b iofarmaco en| os pr ocesos de r emodelacion
tisular.

e Colagena-PVP no af ecta la reciprocidad dinamicaentrela célulay la matriz
extracelular, ya que no modificd la orientacion de | os fibroblastos con respecto a
las fibras de colagena en los cultivos en los cultivos tridimensionales.

e lLaact ividad moduladora deco lagena-PVPe n elm etabolismo ce lular
aparentemente n or eside en s u c apacidad de i nteraccionar co n r eceptores de
colagena i ntersticial, ya que no inhibio, n isi quierade manerap arcial, | a
contraccion en los cultivos tridimensionales.

e Se corroboro la participacion de los receptores pertenecientes a la familia de la 34

integrinas en la contraccion de la matriz, asi como el constante recambio de ellos.
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X1 Anexos

Anexo A

Interaccién receptor- ligando

La interaccién entre el ligando y el receptor se da gracias a regiones especificas tanto
en el receptor como en el ligando, por ejemplo, un subgrupo de subunidades a
integrinas presentan una region denominada al conformado por aproximadamente
200 aminoacidos. Esta region también se le conoce como region aA, este nombre se
debe a su semejanza con la region A del factor de Von Willenbrand una glicoproteina.
La regidon al se ubica en el extremo N-terminal de las subunidades a;, az, 010 Y 011
estas subunidades forman heter6dimeros con la subunidad B;. La subunidad a
determina la especificidad por el ligando. A su vez, todas las subunidades [3 presentan
una region llamada BI, habitualmente esta region es mas pequefia que la regiéon al y
se caracteriza por ser rica en cisteinas (Heino J 2007 y Barczyk M et. al., 2010).

Por su parte, los ligandos también presentan regiones de union al receptor, estas
regiones se han estudiado principalmente en las colagenas. Dichas regiones se
pueden dividir en al menos cuatro categorias diferentes; las primeras son regiones
especificas dentro del area helicoidal de la triple hélice. Estas regiones representan
una alta especializacion en el mecanismo de interaccion y se puede especular que su
evolucion ha requerido cambios concomitantes en el receptor y el ligando. Una
segunda categoria, es una secuencia comun en la triple hélice, la secuencia GPO
donde G es glicina, P es el aminoacido prolina y O es hidroxiprolina. La tercera
categoria contiene sitios criticos de unién que sélo son reconocidos por los receptores

después que la colagena es desnaturalizada. La Ultima categoria son los sitios
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especificos de dominios globulares llamados no colagénicos (NC1). Un buen ejemplo
del mecanismo especializado de union del receptor a la coladgena es la region
GFOGER (G= glicina, F= fenilalanina, O= hidroxiprolina, E= &cido glutamico, R =
arginina) la triple hélice en la colagena tipo | formada por esta secuencia u otras muy
similares tienen una alta afinidad con los receptores a,B: y aif1 y esta misma regiéon
es reconocida por otras integrinas. La colagena tipo Ill se une a la integrina a,B; con
alta afinidad por medio de las regiones GROGER y GLOGEN (L= leucina, N=
asparagina), regiones similares también se encuentran en varias coldgenas que
forman fibrillas sugiriendo su importancia sobre todo en colagenas homotrimericas,
mientras que en colagenas compuestas por dos o tres cadenas a diferentes su
mecanismo de union podria ser mas complejo. El mecanismo de union de la ai; a
una de las regiones en la colagena tipo IV ha sido analizado y éste es muy diferente al
presentada por la union de a,p; en colagenas que forman fibrillas. La region critica de
union en la colagena tipo IV es formado por RDD (R= arginina en la cadena a; y D=
acido aspartico en la cadena a;) estos aminoacidos estan localizados en las
diferentes cadenas a de la triple hélice. Al parecer la hidroxilacién de la prolina en la
coldgena es critico para la union al receptor a;3; a diferencia de a,p; donde no es
fundamental. Muchas colagenas entre la que se encuentra la colagena tipo |
contienen el motivo RGD que es reconocido por varios receptores, entre ellos ai3;

(Jyrki Heino 2007).
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Anexo B

Otros receptores de union a colagenas.

Los receptores de dominio discoidina (DDR; y DDR5) que pertenecen a la familia de
receptores de tirosina cinasas (RTK). Estos receptores se unen y son activados por
diversos tipos de colagenas, la estimulaciéon de los DDR requiere de la estructura
triple helicoidal de la colagena nativa, la activacion de los DDR es independiente de
los receptores de colagena de la familia B, integrinas. A su vez, DDR; y DDR;, difieren
en su especificidad por el ligando, sin embargo, ambos son activados por colagenas
fibrilares (tipo I, lll y V) y solo DDR; puede ser activado por la colagena tipo IV (no
fibrilar). Otra caracteristica interesante de los DDR, es su lenta autofosforilacion al
estimulo del ligando, en comparacion con las tipicos RTK quienes lo hacen en
segundos. La sefializacion de DDR; es esencial para la diferenciacion del granulo del
cerebelo, reparacion de heridas arteriales y desarrollo de glandulas mamarias,
mientras que DDR; regula la proliferacion de fibroblastos, condrocitos y células
hepéticas estelares, ademas en una linea celular de fibrosarcoma humano se observo
DDR; puede regular la expresion de metaloproteinasas (MMP-1). Hasta el momento
no se disponen de datos convincentes que definan la ubicacion y naturaleza del sitio
de unién a colagena en los DDR. Los DDR se colocan como nuevos receptores
potenciales para colagenas, induciendo la sefalizacion y controlando las respuestas
celulares de la matriz extracelular (Corine G. M et al., 2001, Birgit Leitinger 2003 vy

Agarwal G et. al. 2007).
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Por su parte, el receptor LAIR-1 (Receptor-1 semejante a inmunoglobulina
asociada a leucocitos) es un miembro de la superfamilia de inmunoglobulinas (1G-SF)
y es un receptor inhibidor presente en la mayoria de las células mononucleres como
linfocitos y monocitos, asi como en timocitos. Los receptores inhibidores regulan la
respuesta inmune. La inhibicion de la sefializacion depende de la fosforilacion de
residuos de tirosina ubicados en una region del tallo citoplasmatico denominado ITIM
(Immunoreceptor Tyrosine-Based Inhibition Motifs) de LAIR-1. Este receptor se une a
colagenas de tipo XVII, Xl y XXIIl, asi como a colagenas de la piel como la tipo I, Il 'y
[ll. Por lo tanto es un receptor transmembranal para multiples coladgenas de la matriz.
Cuando las células inmunitarias migran dentro del tejido, ellas son potencialmente
expuestas a multiples sefiales, para asegurarse de que ellas respondan de manera
adecuada a estos estimulos, los receptores inhibitorios como LAIR-1 estan obligados
a controlar la activacion celular. La interaccion de LAIR-1y la colagena pueden inhibir
la activacion celular y como tal regular la respuesta celular. En virtud de las
condiciones fisioldgicas, las células inmunes presentes en la sangre no estan
expuestas a colagenas, sin embargo, su extravasacion, resulta en la interaccion con
las colagenas presentes en las estructuras subendoteliales, pudiendo aumentar el
control de la activacion celular necesaria. Cuando las células inmunes llegan a un
sitio en respuesta a un proceso inflamatorio, la presencia de estimulos especificos por
células presentadoras de antigenos, citocinas o patégenos anularan la inhibicion y
permitiran que se activen y se medie su funcion. La regulacion de la interaccion de
colagenas y LAIR-1 puede también ocurrir por una modulacién en la expresién de

éste, en diferentes estados de diferenciaciéon o activacion de células inmunes como
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linfocitos B, T, neutrdfilos y células dendriticas. La interaccion de LAIR-1 y colagenas
puede ser regulados por LAIR-2 (es una proteina que tiene un 84% de homologia con
LAIR-1), ya que este puede inhibir a LAIR-1. Ambos receptores, reconocen a la
colagena tipo XVII (Lebbink RJ et. al., 2006)

Las anexinas son otro grupo de receptores de colagenas, dicho receptor se
caracteriza por su unién a los fosfolipidos de la bicapa lipidica de forma dependiente
de calcio, a través de lo regiones de repetidos de anexina presentes en su secuencia.
Anexina 5 o también llamada anexina V, fue descrito originalmente como un potente
receptor de colagenas tipo Il y después se observo su union a la colagena tipo X. La
region telopeptidica en la coldgena tipo Il y los dominios globulares de la colageno tipo
X parecen ser necesarios para la Optima union y activacién de sefializaciones de
anexina V. Esta, es expresada en cartilago y hueso jugando un papel crucial en el
inicio del proceso de mineralizacion del tejido 6seo (Thorsten Kirsch et. al., 2000).

Algunos proteoglicanos pueden también unirse a colagenas a través de la via
de la cadena de glicosaminoglicanos. CD44 es expresado en varios tipos celulares en
vertebrados y se ha descrito su union a colagenas tipo | y VI. El proteoglicano
heparina sulfato, sindecanos y glicanos, pueden también actuar como receptores de
la matriz extracelular (Jyrki Heino, 2007). .

Los sindecanos son proteoglicanos transmebranales que participan en la
adhesién celular, ellos forman un grupo de cuatro proteinas, que participan en la
interaccién célula-matriz, regulan la unién y sefalizacién de factores de crecimiento
(FGFs, VEGF, HGF). El dominio extracelular de los sindecanos contiene cadenas de

glucosaminoglicanos de heparan sulfato y condroitina sulfato. Los sindecanos difieren
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en su expresion dependiendo del tejido donde se encuentren. Por ejemplo,
sindecano-1 esta presente principalmente en células epiteliales y en menor grado en
células fibroblasticas. Sindecano-2 en cambio es abundante en fibroblastos. El
sindecano-3 esta presente en células neuronales mientras que el sindecano-4 es el
mas ubicuo y se localiza en los contactos focales de las células, entre ellas las células
musculares lisas (Anénimo s/afio y Brzoska E y Grabowska | 2005)

Los sindecanos tienen un repertorio variado de ligandos presentes en la MEC, como
colagenas, laminina y fibronectina. Estos interactian con la proteina de actina del
citoesqueleto celular. Los cambios en los sindecanos influyen en la expresion de la
migracion y adhesion celular, estructura y contactos focales del citoesqueleto,
participando en la diferenciacion y regeneracion del tejido (Brzéska E y Grabowska |,
2005). Se ha observado, que en fibroblastos obtenidos de piel de lesiones fibréticas
existe elevados niveles de expresion del sindecano-2 y 4 en relacion con los
fibroblastos de piel normal. Ellos, podrian contribuir a mejorar el fenotipo de adhesion
y contractilidad caracteristico de fibroblastos de lesiones fibroticas, al bloquear la
sintesis de la cadena lateral de la cadena de heparan sulfato se reducen la capacidad
de adhesioén y contraccion de la matriz de los fibroblastos. Lo que sugiere fuertemente
gue los sindecanos son necesarios para que estos tipos celulares participen en la

adhesion y contacto con la matriz extracelular (Yunliang Chen et al., 2005).
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Colagena-PVP Colagena-Polivinilpirrolidona

DDR Receptor de dominio discoidina

EGF Factor de crecimiento epidérmico

ELAM-1 Molécula de adhesion leucocito- endotelial

FAK Proteina tirosina cinasa fosforilada

FGF Factor de crecimiento de fibroblastos

GAG Glicosaminoglicanos

GF Factor de crecimiento

GFRs Receptores de los factores de crecimiento

HB-EGF Factor de crecimiento epidérmico de unién a la heparina

HGF Factor de crecimiento hepatocitos

IL Interleucina

IFN-y Interferon gama

LAIR-1 Receptor- 1 semejante a inmunoglobulina asociada a
leucocitos

MMP Metaloproteasas

NC1 No colagenico (region globular)

PA Factor activador de plasminégeno

PD-ECGF Factor de crecimiento de células endoteliales derivado de
plaguetas

PDGF Factor de crecimiento derivado de plaguetas

PVP Polivinilpirrolidona

RTK Receptores de tirosina cinasas

SMA Actina de musculo liso alfa
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ABREVIATURAS
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TGF-a
TGF-B
TNF-a
VCAM

VEGF

Factor de crecimiento transformante alfa
Factor de crecimiento transformante beta
Factor de necrosis tumoral alfa

Molécula de adhesion celular vascular

Factor de crecimiento endotelial vascular

Abreviatura de aminoéacidos

G= glicina, F= fenilalanina, O= hidroxiprolina, E= acido glutamico, R = arginina,

L= leucina, N= Asparagina, D= Acido aspartico
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