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1. INTRODUCCION

La piel es una interfaz entre el medio interno y externo, que desempena diversas funciones como
la proteccion contra agentes quimicos, fisicos y biolégicos, la termorregulacion, el control hidrico
y de electrolitos y la sensibilidad contra estimulos dolorosos, de temperatura y de presion fina y
profunda. Asi, la piel es un 6rgano muy importante en la economia del cuerpo humano; por
ejemplo, se destaca su importancia en pacientes quemados o que sufren de la perdida de
continuidad de la piel en heridas o Ulceras de diversa etiologia, mismos que requieren del
transplante de injertos, o bien de piel construida en laboratorio, En este sentido se han elaborado
constructos cutaneos en laboratorio mediante ingenieria de tejidos para suplir la alta demanda
de piel ya sea por patologias u otras causas, aunada a las limitantes para obtenerla como la
ausencia de piel sana candidata a ser donada, o bien porque en nuestro pais la cultura de
donacién de 6rganos no estd bien cimentada. Sin embargo, en la actualidad es posible
transplantar constructos cutédneos a pacientes quemados o con Ulceras de diferente etiologia,
con la salvedad de que la piel fabricada carece de melanocitos, terminaciones nerviosas,
elementos del sistema inmunolégico y de anexos cutédneos, como pelo y glandulas sudoriparas y
sebaceas.

La carencia de estos anexos cuténeos en los distintos constructos ya existentes a la fecha, o
alguna falla genética que cause su deficiencia en la piel de los organismos, ha llevado a
numerosos investigadores a la busqueda, mediante estudios de genética y biologia molecular, de
los elementos que intervienen en su morfogénesis vy fisiologia, para que de alguna manera
puedan revertirse las fallas en aquellas patologias que afecten a alguno de los anexos, o bien,
con una vision ambiciosa, poder lograr un constructo que cubra con las funciones de una piel
completa.

De esta forma, el presente trabajo, desde su fase inicial, y tomando en cuenta el trascendente
papel que juega la via de sefalizacion EDA-EDAR durante la morfogénesis de los anexos cutaneos
al contar con una funcién esencial en la induccién de las placodas, aunado al antecedente de
gue la administracion de EDA exdgenamente ha ayudado a revertir los efectos de alguna
mutacion durante el desarrollo de los mismos, busca aumentar la expresion del receptor de EDA
A1 para tener una sefializacion de vias mas eficientes involucradas en la formacion de placodas,
y a partir de ahi, de acuerdo al tipo de anexo que se desee desarrollar, propiciar las sefales y
condiciones idoneas para poder llegar a la formacién particular de cada anexo.

Este trabajo tiene como objetivo Ultimo el de aportar conocimientos que puedan incidir en el
tratamiento de enfermedades como la alopecia en donde existe escaso pelo, o bien, el
hirsutismo en donde la presencia de pelo es exagerada. También, estos conocimientos podrian
contribuir al tratamiento de Displasias Ectodérmicas Hipohidréticas (HED) en donde no sélo el
pelo se ve afectado; incluso simplemente aminorar el impacto estético que puede experimentar
el paciente debido a la ausencia de pelo en zonas en donde normalmente crece.



1.1 PIEL

La piel es el 6rgano mas grande del cuerpo humano y con una gran complejidad, que representa
el 16% del peso corporal (Gartner et al, 2002) y que protege del medio ambiente pero que
simultaneamente permite la interaccion de éste con su medio exterior y va mas alla de ser una
barrera estatica impenetrable contra posibles agresiones externas (Chu et al, 2005). Por lo que
ademas de ser una barrera fisica de impermeabilidad y proporcionar un recubrimiento para la
totalidad de la superficie, la piel desempefa muchas funciones adicionales que incluyen:
proteccidon contra lesiones, invasién bacteriana y desecacion; regulacién de temperatura
corporal; recepcion de sensaciones continuas del ambiente (tacto, temperatura y dolor];
excrecion de glandulas sudoriparas; y absorcion de la radiacion ultravioleta (UV) del sol para la
sintesis de vitamina D [Gartner et al, 2002).

La piel es una estructura dinamica y compleja integrada por células, tejidos y elementos de la
matriz extracelular que median una variedad de funciones; se constituye basicamente de dos
capas, una epidermis externa y una capa de tejido conectivo profunda, la dermis. La hipodermis
constituida por tejido adiposo y que esta subyacente a estas dos capas, no es parte de la piel
sino que constituye la fascia superficial de la diseccién anatémica a simple vista que recubre la
totalidad del cuerpo, justo profunda a la piel.

En relacion directa con los diversos estimulos a los que puede estar sometida la piel en las
distintas regiones corporales, se pueden distinguir histolégicamente dos variedades de piel,
conocidas como: piel gruesa y piel delgada. La piel gruesa recubre las palmas de las manos y
plantas de los pies. Su epidermis se caracteriza por la presencia bien definida de los cinco
estratos que la constituyen (basal, espinoso, granuloso, lucido y corneo). La piel gruesa carece de
foliculos pilosos y glandulas sebaceas, pero posee abundantes glandulas sudoriparas. La piel
delgada recubre la mayor parte del resto del cuerpo. Su epidermis a diferencia de la piel gruesa
tiene un estrato corneo delgado, carece de estrato licido y su estrato granuloso es poco
definido, aunque se encuentran células individuales de esas capas en sus situaciones apropiadas
(Gartner et al, 2002). La piel delgada tiene faoliculos pilosos, musculos erectores del pelo,
glandulas sebéaceas y glandulas sudoriparas (Welsch et al, 2008).

1.1.1 Epidermis

La epidermis tiene entre 0.07 y 0.12 mm de grosor en la mayor parte del cuerpo, con
engrosamiento localizado en las palmas de las manos vy las plantas de los pies [donde puede
alcanzar hasta 0.8 mmy 1.4 mm de grosor, respectivamente]. La piel mas gruesa en las palmas
y plantas de los pies es obvia en el feto, pero su empleo y la presion y la friccion que se le aplican
con el tiempo originan incrementos continuos del grosor de la piel en estas areas (Gartner et al,
2002).

La epidermis es un epitelio escamoso y estratificado en constante renovacion que se cornifica.
Embriologicamente proviene del ectodermo, capa germinal de la cual también se originan
estructuras epiteliales, como pelo, ufias y glandulas (Gilbert, 2005). Esta capa de la piel esta
compuesta de cuatro poblaciones de células:

e (Queratinocitos



e Melanocitos
e (élulas de Langerhans

e (élulas de Merkel

Queratinocitos de la epidermis

El queratinocito es una célula derivada del ectodermo que forma al menos el 80% de las células
epidérmicas, siendo de este modo, la poblacién mas abundante de la epidermis. Todos los
gueratinocitos contienen filamentos intermedios de queratina y forman desmosomas con las
células adyacentes. Otras caracteristicas de estas células dependen de su localizacion en la
epidermis, ya que estan dispuestos en cinco capas identificables. Puesto que los queratinocitos
se descaman en forma continua de la superficie de la piel, esta poblacion celular debe renovarse
constantemente; ello se logra mediante la actividad mitética de los queratinocitos en el estrato
basal de la epidermis. Los gueratinocitos se dividen por mitosis durante la noche conforme las
nuevas células se forman, las que se sitlan arriba se empujan hacia la superficie. Las células se
diferencian a lo largo de su camino a esta ultima y comienzan a acumular filamentos de
gueratina en su citoplasma. Por ultimo, cuando ya estan cerca de la superficie, las células
mueren y se descaman, un proceso que requiere de 20 a 30 dias.

La morfologia de los queratinocitos durante la migracién de la capa basal de la epidermis a su
superficie permite identificar cinco zonas o estratos de epidermis con caracteristicas
morfoldgicas distintas. De la capa mas interna a la externa, son: 1) estrato basal (germinativo),
2] estrato espinoso, 3] estrato granuloso, 4] estrato ltcido y 5) estrato corneo (Figura 1). La piel
se clasifica como gruesa o delgada segun el grosor de la epidermis, sin embargo, estos dos tipos
también se distinguen por la presencia o ausencia de ciertas capas epidérmicas y de complejos
pilo-sébaceos

Las tres poblaciones celulares restantes, se distribuyen entre los queratinocitos formando
unidades inmunoldgicas, sensoriales y de pigmentacion.



Fig. 1. Corte de piel gruesa humana. Hematoxilina-eosina 200x. En esta figura podemos observar la dermis (D] y la
epidermis conformada por los estratos basal (1), espinoso (2), granuloso (3), ldcido (4) y cérneo (5).

Células de Langerhans

Aungue se encuentran dispersas en la totalidad de la epidermis, donde en condiciones normales
representan del 2 al 4% de la poblacion total de células epidérmicas, las celulas de Langerhans,
también llamadas células dendriticas se localizan sobre todo en el estrato espinoso [(Gartner et
al, 2002). Emiten numeraosas y finas prolongaciones citoplasmicas y no estan unidas a células
vecinas por medio de desmaosomas.

Las células de Langerhans realizan una funcién importante en las respuestas inmunologicas
innata y adquirida ya que son celulas presentadoras de antigenos derivadas de precursores
presentes en la médula ésea que han migrado a la epidermis en donde pueden captar antigenos
qgue se han introducido ahi. Cuentan con receptores para la Fc de la IgG y de la IgE y para el
tercer componente del complemento (C3b]), expresan grandes cantidades de moléculas clase | y
Il del complejo principal de histocompatibilidad [MHC), CD1a, Langerina y moléculas de adhesién
como LFA. Las ceélulas de Langerhans endocitan, procesan y reexpresan antigenos en contexto
de las moléculas del MHC en su membrana para presentarlos a linfocitos Th y Tc (Ross et al,
2007). Para eficientar esta presentacion de antigenos, las células de Langerhans migran hacia
los ganglios linfaticos de drenaje regional a través de los vasos linfaticos, donde presentan los
epitopes de antigenos extrafos procesados a las diferentes variedades de linfocitos T.



Células de Merkel

Las células de Merkel, estédn localizadas entre los queratinocitos del estrato basal de la
epidermis, son en especial abundantes en las yemas de los dedos, los labios, y en la base de los
foliculos pilosos. Estas celulas se originan de células epiteliales de la epidermis fetal temprana.
Con anterioridad se habia sugerido que estas células se originaban en las crestas neurales, sin
embargo, recientemente se demaostré que derivan de queratinocitos con los cuales comparten
algunos marcadores, como la queratina (Van Keymeulen et al, 2009). Aunque las células de
Merkel suelen encontrarse como células Unicas con orientacion paralela a la ldmina basal,
pueden extender sus prolongaciones entre los queratinocitos, a los cuales estan unidas por
desmosomas (Gartner et al, 2002).

Hay nervios sensoriales amielinicos que se aproximan a las células de Merkel y que atraviesan la
lamina basal y dan como resultado de la formacion de complejos axon - célula de Merkel. Estos
complejos funcionan como mecanorreceptores. Estas células muestran inmunorreactividad a la
sinaptofisina, que indica que las células de Merkel pueden liberan neurotransmisores o
moléculas de tipo neuroendocrino.

Melanocitos

Los melanacitos, derivan de las crestas neurales y se localizan entre las células del estrato
basal, aunque también pueden residir en las porciones superficiales de la dermis.

Los melanocitos son células de aspecto dendritico con prolongaciones largas y ondulantes que
se extienden desde las &reas superficiales de las células y penetran en los espacios
intercelulares del estrato espinoso. Sus prolongaciones no establecen uniones desmosomicas
con queratinocitos vecinos, no obstante, los melanocitos que estan cerca de la membrana basal
poseen estructuras semejantes a hemidesmosomas. Los melanocitos conservan la capacidad
de replicarse durante toda su vida, aunque a un ritmo mucho mas lento que los queratinocitos
(Ross et al, 2007).

Los melanaocitos se encuentran en una proporcion de 1 por cada 36 queratinocitos y tiene la
funcién primordial de producir melanina. La melanina es un pigmento endégeno derivado del
aminoécido tirosina que es transformado mediante la enzima tirosina hidroxilasa. La melanina
tiene una gran capacidad de atrapar radicales libres como los que se generan cuando hay
exposicién a la luz ultravioleta, de hecho la funcién principal de este pigmento es proteger al
organismo de los efectos deletéreos de la irradiacion ultravioleta no ionizante. Los melanosomas,
estructuras en donde se sintetiza dicho pigmento, transfieren su contenido de melanina a los
gueratinocitos vecinos por donacion pigmentaria (Ross et al, 2007).

Es de notar que el nimero de melanocitos es similar en todos los grupos étnicos humanas, sin
embargo, la capacidad de producir melanina y el tipo de pigmento que se produce es diferente.



1.1.1.1 Capas de la epidermis
Estrato basal

Es la capa mas profunda de la epidermis, se apoya en una membrana basal y se asienta en la
dermis, lo que forma una interfaz regular. El estrato basal consiste en una capa de células
cuboidales a cilindricas con actividad mitogtica que contienen citoplasma basofilo y un ndcleo
grande. Es en este estrato donde son frecuentes las figuras mitoticas porque esta capa es la
gue se encarga de la renovacién de células en el epitelio. Cuando se forman nuevas células por
mitosis, la capa previa de células empuja a las siguientes hacia la superficie para unirse a la capa
adyacente de la epidermis, el estrato espinoso. Aunque el estrato basal es el sitio primario de las
células epidérmicas con actividad mitdtica, no todas las células basales presentan el mismo
potencial proliferativo. De acuerdo con estudios cinéticos, en esta etapa coexisten tres
pablaciones: células madre, células amplificadoras transitorias y células posmitoticas (Watt,
1998).

Los filamentos de queratina de las células basales se organizan en haces pequefios alrededor
del nicleo y se conectan con los desmosomas y los hemidesmosomas. Las queratinas 5y 14 se
expresan en la capa basal y otros epitelios estratificados. Sin embargo, existen otras queratinas
como la 15y 19 que estan asociadas a células madre [Michel et al, 1996; Beer et al, 2000).

Estrato espinoso

Este estrato es la capa mas gruesa, estd compuesta por células poliédricas a aplanadas y se les
conoce como espinoso, por la apariencia de espinas de sus bordes en los cortes histolégicos
gue no son mas que numerosos desmosomas, modificaciones de la superficie celular
dependientes de calcio que favorecen la adhesién de las células epidérmicas y la resistencia a los
factores mecanicos. Las células espinosas suprabasales tienen forma poliédrica y nicleos
esféricos. Las células mas superficiales de la capa espinosa son mas grandes y mas aplanadas.
Los queratinocitos localizados en el estrato espinoso cerca del estrato basal, también pueden
tener actividad mitdtica y los dos estratos en conjunto, se denominan capa malpigiana o de
Malpigi, y tienen a su cargo el recambio de queratinocitos en la epidermis. Hay una gran
abundancia de filamentos intermedios de queratina.

Las queratinas 5 y 14 se mantienen estables y permanecen en las capas espinosas, no
obstante se sintetizan otras, como la 1 y la 10 que son caracteristicas de un patrén de
diferenciacién de tipo epidérmico y por ello se les conoce como queratinas de diferenciacién
(Chu et al, 2005).

Estrato granuloso

Consiste de tres a cinco capas de queratinocitos aplanados y es la capa mas superficial de la
epidermis en la que las células adn tienen nudcleo. El citoplasma de estos queratinocitos contiene
granulos de queratohialina grandes, de forma irregular, gruesos y baséfilos que no estan unidos
a la membrana. A través de estos granulos pasan haces de filamentos de queratina. Las células
del estrato granuloso también contienen granulos o cuerpos laminares que contienen proteinas
(hidrolasas acidas] y lipidos diversos como esteres de colesterol y ceramidas (Gartner et al,
2002). Estos cuerpos laminares se originan en el estrato espinoso, pero persisten hasta el
estrato granuloso. El contenido de estos gréanulos se libera mediante exocitosis al espacio

8



extracelular y forman lédminas de sustancia rica en lipidos que actlan como barrera
impermeable. Esta capa impermeable impide que el liquido tisular y el agua del medio externo
pasen a través del estrecho espacio intercelular. La importancia de estos lipidos se manifiesta
en condiciones en las que la epidermis se ha destruido como en las quemaduras extensas,
donde los pacientes tienen una gran pérdida de liquido tisular que conduce a una grave
deshidratacion.

Estrato ldcido

Es la capa delgada homogénea superficial al estrato granuloso. Esta capa eosindfila solo se
encuentra en la piel gruesa y es una zona de transicion entre las capas mas profundas de
células vivas y las células cornificadas superficiales muertas. Aunque las células aplanadas del
estrato licido carecen de organelos y ndcleo, contienen filamentos de queratina agrupados en
forma densa, orientados en haces paralelos a la superficie de la piel junto con la proteina
eleidina, un producto de transformacion de la queratohialina. La cara citoplasmatica de la
membrana plasmatica de estas células tiene un aspecto engrosado producido por la adhesién
de una serie de proteinas como la involucrina, la transglutaminasa y la proteina rica en glicina
gue permiten la estabilidad de la membrana plasméatica para que no se rompa justo cuando los
procesos metabdlicos de los queratinocitos han dejado de funcionar en una célula cuyo nicleo
ha desaparecido.

Estrato corneo

La capa mas superficial de la epidermis, es el estrato cérneo, se compone de numerosas capas
de células cornificadas, aplanadas y muertas. Estas células carecen de nucleos y organelos pero
estan llenas con filamentos de queratina incluidos en una matriz amorfa. En el estrato corneo las
células pierden del 50 al 80% del agua y estédn compuestas principalmente por queratina. Las
ceélulas en este estrato contindan unidas por desmosomas y se descaman en grupos o
columnas.

El estrato corneo forma una barrera muy eficaz que protege al organismo de diferentes agentes
lesivos presentes en el medio externo, por otro lado, ayuda al mantenimiento de la homeostasis
del medio interno.

1.1.2 Dermis

La dermis es el tejido conjuntivo especial de la piel se sitda justo debajo de la epidermis y deriva
del mesodermo. La dermis varia de grosor de 0.6 mm en los parpados a 3 mm mas o menos en
la palma de la mano y la planta del pie. Esta capa es un sistema integrado de elementos fibrosos,
amorfos y celulares del tejido conjuntivo, en el que se localizan las redes vasculares y nerviosas,
los apéndices derivados de la epidermis y contiene muchas células residentes, comao
fibroblastos, macréfagos, mastocitos y linfocitos. La dermis es el componente mas grande de la
piel y le confiere su flexibilidad, elasticidad y fuerza tensil. Protege al cuerpo de lesiones
mecanicas, fija agua, contribuye a la regulacidn térmica e incluye receptores de los estimulos
sensoriales [Welsch et al, 2008).



1.1.2.1 Capas de la dermis

De afuera hacia adentro, la dermis puede dividirse en dos capas: capa papilar y capa
reticular.

Capa papilar de la dermis

La capa papilar es el estrato superficial de la dermis y se interdigita con la epidermis formando
rebordes dérmicos (papilas]). Estd compuesta de un tejido conjuntivo laxo cuyas fibras de
colagena tipo lll delgadas (fibras reticulares) y fibras elasticas estan dispuestas en redes laxas.
Se extiende desde la lamina basal con fibrillas de fijacion, compuestas de colagena tipo IV, a la
capa papilar, situacién que permite la adherencia de la epidermis a la dermis. La capa papilar
contiene fibroblastos, macrofagos, células plasmaticas y cebadas, otras células comunes al
tejido conjuntivo.

La capa papilar también posee numerosas asas capilares, que se extienden a la interfaz de
epidermis y dermis. Estos capilares regulan la temperatura corporal y nutren a las células de la
epidermis que es avascular. En algunas papilas dérmicas se encuentra el corplsculo de
Meissner encapsulado en forma de pera, que son los mecanorreceptores especializados para
responder a la deformacion leve de la piel. Estos receptores son mas comunes en areas de la
piel muy sensibles a la estimulacién tactil (labios, genitales externos y pezones). Otro
mecanorreceptor encapsulado que se halla en la capa papilar es el bulbo terminal de Krause sin
funcién conocida hasta ahora.

Capa reticular de la dermis

La interfaz entre la capa papilar y la capa reticular de la dermis no se distingue con claridad
porque ambas capas se contindan una con la otra. De manera caracteristica la capa reticular se
compone de tejido conjuntivo colagenoso denso, irregular, que muestra fibras de colagena tipo |
gruesas, que estan agrupadas densamente en haces grandes que se encuentran dispuestos en
distintas direcciones. Con las fibras de colagena se entremezclan redes de fibras elasticas
gruesas que aparecen con especial abundancia cerca de las glandulas sebaceas y sudoriparas.
Los intersticios de la capa reticular estén llenos de proteoglucanos, con abundancia de
dermatan sulfato. Las células son mas escasas en esta capa que en la papilar. Incluyen
fibroblastos, células cebadas, linfocitos, macréfagos y con frecuencia, células adiposas en las
capas mas profundas de la capa reticular.

Las glandulas sudoriparas, las glandulas sebéceas y los foliculos pilosos derivados de la
epidermis invaden la dermis y la hipodermis durante la embriogénesis, donde se localizan de
manera permanente. También hay grupos de células musculares lisas en las regiones mas
profundas de la capa reticular en sitios particulares, como la piel del pene y el escroto, y la areola
alrededor de los pezones. Las contracciones de estos grupos musculares arrugan la piel de
estas regiones. Otras fibras de musculo liso, denominadas musculos erectores del pelo, se
insertan en los foliculos pilosos. Asimismo, en la capa superficial se origina un grupo particular
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de musculos estriados localizados en la cara, partes del cuello anterior y el cuero cabelludo
(musculos de la expresion facial) que se insertan en la dermis.

En las porciones mas profundas de la dermis se localizan cuando menos dos tipos de
mecanorreceptores encapsulados: 1) los corpusculos de Pacini, que responden a la presion y
vibraciones, y 2] los corpusculos de Ruffini, que responden a fuerzas de tension. Estos Ultimos
son mas abundantes en la dermis de las plantas de los pies. (Gartner et al, 2002)

1.1.2.2 Unién dermo-epidérmica

Es aquella interfaz en la que tienen lugar muchas interacciones que originan la especificacion o
diferenciacion de las caracteristicas de la dermis y de la epidermis. Esta zona tiene membrana
basal, matriz extracelular de células basales y las estructuras superficiales en su mayoria
fibrilares, de la dermis papilar. La dermis y la epidermis forman esta region, encontrandose
entrelazadas por crestas papilares epidérmicas y las papilas dérmicas correspondientes, y por
microproyecciones citoplasmicas con forma de pie de las células basales que se extienden hasta
indentaciones correspondientes de la dermis. La unién dermo-epidérmica esté reforzada por
hemidesmosomas responsables del anclaje de las células basales a la ld&mina basal a su vez
ésta se encuentra unida a la dermis mediante filamentos y microfibrillas de anclaje.

La union dermo-epidérmica de 100 nm de espesor constituye la region anatémica situada entre
la epidermis y la dermis determinando la cohesidon dermo-epidérmica y la resistencia a las
fuerzas de traccion cutanea [Puig et al, 2001). Es aquella interfaz en la que tienen lugar muchas
interacciones que ariginan la especificacion o diferenciacion de las caracteristicas de la dermis y
de la epidermis [Chu et al, 2005). Al microscopio electrénico la unién dermo-epidérmica aparece
constituida por tres capas: a] membrana celular del polo basal de los queratinocitos basales, que
contienen hemidesmosomas, b) la membrana basal propiamente dicha que al microscopio se
aprecia conformada por dos laminas: la licida y la densa y c] la regién situada por debajo de la
lamina densa, que contiene las fibrillas de anclaje y los haces de microfibrillas de colagena (Puig
et al, 2001). La membrana basal del polo basal de los queratinocitos basales contiene los
hemidesmosomas constituidos por una placa densa intracelular denominada placa de anclaje
sobre la que se apoyan los tonofilamentos de queratina. Enfrente de esta placa y dentro de la
lamina lucida se encuentra la placa densa sub-basal ambas placas estan unidas mediante los
denominados filamentos de anclaje, algunos de los cuales se extienden hasta la lamina densa.

La composicion de las estructuras extracelulares que se asocian con los hemidesmosomas es
menos conocida, y se han identificado diversas proteinas asociadas con los filamentos de anclaje
que atraviesan la ldmina Ilcida: la laminina 5 [que se une a la integrina aBB4 presente en los
queratinocitos basales) la ladinina, la unceina y la entactina,/nidégeno. El armazén enrejado de la
lamina densa estd formado por colagena de tipo IV al que se unen diversos componentes:
lamininas, proteoglucanos, entactina/niddgeno, fibronectina y diversas integrinas (a1p1, a2p1).
La coldgena tipo VI sintetizado por los queratinocitos y los fibroblastos constituye el principal
componente de las fibrilas de anclaje, y se une a la laminina. También forma parte de la lamina
densa el coldgeno tipo V. En la red de microfibrillas situada por debajo de la lamina densa se han
identificado otros diversos componentes (Puig et al, 2001).
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1.1.3 Hipodermis

Es la region subcutanea rica en el tejido adiposo. Los adipocitos derivados del
mesenquima son las células mas importantes de la hipodermis. Estan organizados en lébulos
limitados por tabiques de tejido conjuntivo fibroso. Los nervios, los vasos sanguineos y linfaticos
estén localizados entre los tabiques y otorgan una rica inervacién e irrigaciéon a la region.
Aunqgue la hipodermis este en estrecha continuidad con la dermis y sean regiones distintas
anatémicamente, estan bien integradas estructural y funcionalmente por redes nerviosas y
vasculares y la continuidad de los anexos epidérmicos. Los foliculos pilosos en crecimiento activo
penetran en la grasa subcutanea y las glandulas sudoriparas apocrinas y ecrinas suelen estar
confinadas en esta capa profunda de la piel.

El tejido hipodérmico actia como aislante del cuerpo, sirve como reservorio energetico, actia
como amortiguador y protector de la piel y permite su movilidad sobre las estructuras
adyacentes. Tiene un efecto estético en el modelado de la silueta del cuerpo.
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1.2 ANEXOS O APENDICES CUTANEQGS

Los anexos cutaneos derivan de las proliferaciones en profundidad que surgen del epitelio
epidérmico durante el desarrollo embrionario y comprenden las estructuras siguientes:

. Los foliculos pilosos y su producto, el pelo

. Glandula sebacea y su producto, secrecion sebacea

. Glandula sudoripara ecrina y su producto, el sudor

. Glandula sudoripara apocrina y su producto mixto

. Glandula mamaria

. Unas que estan formadas por queratina dura y sirven como proteccion

Tanto los pelos como las glandulas sudoriparas cumplen funciones especificas en la regulacion
de la temperatura corporal. Las glandulas sebaceas secretan una sustancia oleosa que tendria
funciones protectoras. Las glandulas apocrinas producen una secrecion serosa que contienen
feromonas que actian como sustancias de atraccion sexual en los animales y quizas también en
los seres humanos. El epitelio de los anexos cutdneos puede servir como fuente de células
epiteliales nuevas en la reparacion de las heridas de la piel.

Los apéndices cutaneos (pelo, ufas y glandulas sebaceas, sudoriparas y mamarias en los
mamiferos, y plumas y escamas en aves y reptiles respectivamente] estan regulados por dos
componentes diferentes: una porcion epidérmica, que origina el producto final diferenciado, y el
componente dérmico que regula la diferenciacion del apéndice. Durante el desarrollo
embrionario, las interacciones dermo-epidérmicas son criticas para la induccion y la
diferenciacién de estas estructuras. La interrupcion de estas sefales tiene con frecuencia
profundas influencias en el desarrollo de los apéndices [Loomis et al, 2009). Aunque una vez que
los apéndices estan totalmente formados varian considerablemente en forma y funcion, sus
etapas tempranas en desarrollo son notablemente similares tanto molecular como
morfolégicamente (Mikkola et al, 2006; Mikkola et al, 2007).

Para fines de este trabajo, el enfoque fundamental es el pelo, con el objetivo de implementar los
resultados de esta investigacion en los constructos dérmicos que se han desarrollado ya con
anterioridad.

1.2.1 PELO

Los pelos son estructuras filamentosas, queratinizadas que se proyectan de la superficie
epidérmica de la piel. El pelo crece en la mayor parte del cuerpo, excepto en la zona del
bermellon de los labios, las palmas y sus superficies laterales, las plantas y los lados de los pies,
el dorso de las falanges distales de los dedos de las manos y de los pies, el glande del pene, el
clitoris, los labios menaores y la superficie vestibular de los labios menores (Gartner et al, 2002).
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1.2.1.1 Estructura

En el pelo pueden distinguirse el tallo piloso, que sobresale de la piel y estd compuesto por
queratina dura, y el foliculo piloso. Ambos son estructuras epiteliales puras.

Tallo del pelo

El tallo piloso es lo que se conoce cominmente como pelo y es el filamento delgado que se
extiende a la superficie de la epidermis y a traves de ella. Esta constituido por tres regiones:
médula, corteza y cuticula del pelo [Gartner et al, 2002]) (Figura 2, A Y B). Su principal
componente es la corteza gruesa de células cornificadas muy juntas que en esencia estan
formadas por queratina dura. Por fuera la corteza esta cubierta por la cuticula del pelo, que
consiste en células cornificadas planas dispuestas como las tejas de un tejado. Sélo en el
interior de los pelos terminales hay un cordén delgado de células cornificadas mas grande y
espacios llenos de aire que forman lo que se conoce como médula (Welsch et al, 2009].

Fig. 2. Cortes de foliculo terminal humano. En (A] se observa el tallo del pelo (Ta) y su glandula sebacea (GS). En (B]
observamos las 3 regiones del tallo de pelo: médula (Me), corteza (Co) y cuticula (Cu). En (C) observamos la regién del
bulbo piloso (B). En panel (D), la vaina del pelo, que abarca la vaina radicular externa [VRE) dividida en las regiones
externa(e), media (m]) e interna (i), mientras que la vaina radicular interna cuenta con tres capas: Henle (He), Huxley
(Ho) y Cuticula de la vaina radicular (Cu], Por ultimo en (E) tenemos la regién del bulbo piloso en donde se aprecia la
vaina del pelo [Va), los melanocitos que transfieren el pigmento (P] a los queratinocitos, la matriz del pelo (Ma) vy la
papila dérmica (PD). (Modificada de Vogt et al, 2008)
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Foliculo piloso

Es una invaginacion tubular de la epidermis que tiene a su cargo el crecimiento del pelo, asi
COMO su renovacion y que consiste en:

El bulbo piloso. Segmento terminal engrosado del foliculo que se sitta en la dermis [vello]) o en la
hipodermis (pelo terminal). En el bulbo piloso se invagina desde abajo una papila del tejido
conjuntivo llamada también papila dérmica. (Figura 2, B y E] Los fibroblastos de la papila déermica
regulan la actividad mitética de las células matriciales. Las células epiteliales basales del bulbo
proliferan y forman el tallo del pelo y la vaina radicular interna. La region profunda del bulbo, es
equivalente con el estrato basal de la epidermis y se caracteriza por las células en proliferacion,
también conocidas como matriz o células matriciales. En la region de la matriz también hay
melanocitos muy ramificados que suministran melanina a las células en proceso de cornificacién
del tallo del pelo (Welsch et al, 2009].

La vaina radicular interna. En contacto directo con el pelo, también se origina en la region de la
matriz. Bodea al pelo en crecimiento y se encuentra entre €l y la vaina radicular externa. Esta
vaina termina a la mitad de la altura del foliculo. Cuenta con tres capas de queratina blanda de
cornificacion rapida. De adentro hacia afuera se distinguen: la cuticula de la vaina radicular, la
capa de Huxley y la capa de Henle [Figura 2, D] (Welsch et al, 2009).

La vaina radicular externa. Esta corresponde a la invaginacién digitiforme de la epidermis en cuya
profundidad se forma el pelo. En las regiones superiores tiene la misma estructura que la
epidermis pero por debajo de la desembocadura de las glandulas sebaceas pierde el estrato
granuloso y el estrato cérneo. Se torna mas delgada y en el piso del foliculo se continGa con la
zona de la matriz del pelo. Por arriba de la desembocadura de las glandulas sebaceas en el
foliculo piloso la vaina radicular externa estd separada del pelo por un espacio llamado
infundibulo piloso. Por debajo de la desembocadura de las glandulas sebéceas las vainas
radiculares interna y externa estan unidas (Figura 2, D] (Welsch et al, 2009).

1.2.1.2 Tipos de pelo

Basado en la estructura, textura y la forma de la fibra del pelo, el grosor y tiempo de aparicién en
el cuerpo, varios tipos de foliculos pueden ser diferenciados, dependiendo de las especies.
Generalmente, en los seres humanos se pueden diferenciar foliculos de pelo lanugo, de vello, de
pelo intermedio y de pelo terminal [Rook 1965). Un foliculo piloso puede moverse de una
categoria a otra de acuerdo a sus cambios de tamafo y produccion de fibra sobre el tiempo, de
acuerdo a la siguiente tabla.
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Pelo lanugo

Es fino, suave, pobremente El vello no tiene medula, es
tiene fino y es pobremente

pigmentado

y no

Vello

medula central. Producido en pigmentado, continua

el utero, es el primer pelo creciendo a lo largo de la
que crece y que recubre al vida. Quizas en ciertas
feto y que por lo general se aéreas, usualmente solo

desprende
puede
varios

hipertricosis
20089).

antes

formas

[Strumia, alcanza una longitud menor

del haya pelo terminal, como en
nacimiento. El pelo lanugo el cuero cabelludo, el vello

también
observado en adultos con 25% del pelo presente. El

ser puede representar del 7-
de vello del cuero cabelludo

que 1 cm.

CLASIFICACION ESTRUCTURAL Y MORFOLOGICA DEL PELO HUMANO

Pelo intermedio Pelo terminal

Son los primeros pelos Este tipo de pelo tiene el
observados postnatalmente, didmetro de seccion cruzada
después del crecimiento del més largo con respecto a
pelo lanugo, empieza a tipos de fibra de los otros Es
crecer este tipo de pelo en pigmentado, con la excepcion
el cuero cabelludo. El pelo de aguellos pelos afectados
intermedio se caracteriza por canities y crecimiento
por una cuticula &aspera, para una longitud
pigmentacion escasa y una considerable ya que crecen
medula  fragmentada o0 masde 1cm.Eltamafoyla
ausente; miden alrededor de forma del pelo terminal varia
1cm de largo con la ubicacion del cuerpo y
la funcion potencial. Los
pelos terminales de cuero
cabelludo juegan un papel
como protectores contra la
luz UV y como aislamiento
contra el calor y el frio. Pelos
terminales especializados
como las cejas y pestanas
pueden proteger los ojos de
fluidos y polvo ( referido en
Vogt et al, 2008). Las
pestafas tiene el diametro
mas grande de todo el pelo
del cuerpo, pigmentacion
intensa y una fase
relativamente corta de
crecimiento. Los pelos de la
nariz pueden jugar un papel
previendo la entrada de
insectos u otros materiales
en la cavidad nasal.

En el ratén, existen cuatro tipos de pelo: “guard”, "awls”, “auchene” y “zigzag”. Los pelos “guard”
son gruesos, rectos y representan casi el 5-10% de los pelos en el ratén. Los pelos “awl” son
también rectos y gruesos pero mas cortos que los pelos “guard”. Los pelos “auchene” son
similares a los pelos “awl” en longitud excepto en que tienen un solo pico. Por Ultimo, los pelos
“zigzag” comprenden aproximadamente el 70% de los pelos en el ratdn y muestran dos picos
(Botchkarev et al, 2009).
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1.2.1.3 Funciones del pelo

El pelo pareciera no tener una funcion vital, para los seres humanos, sin embargo la importancia
psicolégica del pelo es considerable. Su pérdida lleva a la depresion, autoestima baja y
humillacion

Los pelos pueden haber servido para proteger el organismo de la pérdida de calor vy
proporcionarle a la epidermis subyacente una primera linea de defensa contra la abrasion y la
penetracion de agentes quimicos nocivos. Posiblemente, en los primeros pobladores que
emigraron de ecosistemas frios a célidos, se acompand de la pérdida gradual de la dependencia
en el pelo como aislante, por lo que en los seres humanos actuales éste es casi un vestigio. Si
bien el pelo corporal en el ser humano posee escaso valor protector, los especializados, como
las pestarfias y las cejas, asi como los pelos de las narinas y el oido externo, proporcionan cierta
proteccion frente al entorno. Ademas, el crecimiento profuso del pelo del cuero cabelludo ofrece
una proteccion excelente ante lesiones cutaneas producidas por las radiaciones
electromagneéticas emitidas por el sol (Lavker et al, 2005).

Otra funcion del pelo esta involucrado con la percepcion sensorial (Hardy, 1992). Todos los
foliculos pilosos poseen numerosas terminaciones nerviosas sensitivas que responden a la
presion sobre el tallo del pelo, lo que permite casi todas las modalidades de sensibilidad tactil,
Ademaés, los animales poseen senos pilosos especializados en la piel de los labios superior e
inferior, el hocico y encima de las cejas. Estos pelos tactiles (vibratiles), circundados por un seno
sanguineo y con mas de 2000 terminaciones nerviosas sensitivas, ayudan a los animales
nocturnos a orientarse y funcionan como otro par de “ojos”. El pelo también actia como un
medio que dispersa los olores de las secreciones glandulares sebaceas y apocrinas. Por ultimo,
en el hombre, es un componente importante de la imagen corporal, que transmite una gran
cantidad de mensajes sexuales y sociales a través de su colory el estilo de peinado.

Mientras que el tallo del pelo puede no tener una funcién importante, la naturaleza ciclica del
foliculo piloso hizo de este derivado epidermico un modelo excelente para el estudio de varios
problemas biolégicos, como la morfogénesis, la regulacién del crecimiento, la diferenciacion
celular, la formacién de patrones y el contral del ciclo de crecimiento. Dado que el mesénquima
influye en muchos de estos procesos, el foliculo piloso también es un sistema ideal para la
investigacion de las interacciones entre el mesénquima y el epitelio. Asimismo, se considera que
desempena un papel importante en el mantenimiento de la epidermis, ademas de participar en
la curacion de heridas y en la génesis de tumores de la piel (Lavker et al, 2005).

1.2.1.4 Embriologia

En los fetos humanos, los primeros foliculos pilosos primordiales se forman aproximadamente a
las 9 semanas de gestacion y estan distribuidos sobre todo en las areas de las cejas, el labio
superior y el mentén. La mayor parte de los foliculos pilosos restantes comienza a desarrollarse
entre los 4 y 5 meses de gestacion en una direccion cefalocaudal. Durante la vida fetal la
produccion de los foliculos se produce en varias ondas intercaladas. El pelo lanugo fino se
desarrolla en una onda que avanza de la parte frontal a la occipital del cuero cabelludo y esta

17



onda se elimina por la semana 36 de gestacién. Una segunda capa de pelo lanugo aparece y se
elimina en un patrén de capa sincronizada a los 3 6 4 meses de vida. El parche occipital sin pelo
visto en bebes es fisioldgicamente usual, resultando de la perdida sincronizada de la onda final de
pelo lanugo en fase telégena antes y por reemplazamiento por los pelos normales del cuero
cabelludo [referido en Vogt et al, 2008). El mayor nimero de foliculos en el cuero cabelludo se
presenta en el nacimiento, por lo que la densidad de foliculos pilosos es alta en los neonatos y
disminuye progresivamente durante la infancia y adolescencia como el cuero cabelludo se
expande sobre el craneo hasta que este se estabiliza en adultos [(250-350 pelos por cm?)
(referido en Vogt et al, 2008).

El foliculo secundario se desarrolla a cada lado del primario, lo que produce grupos tipicos de
tres pelos. Cerca de 5 millones de foliculos pilosos se desarrollan tanto en hombres como en
mujeres. Las diferencias entre los dos sexos en cuanto a la distribucion de las clases de pelo se
deben a las concentraciones variantes de las hormonas sexuales esteroideas circulantes.

1.2.1.5 Ciclo del pelo
Los foliculos pilosos experimentan ciclos de crecimiento, involucién y reposo.
Anageno

Puede subdividirse en B subestadios (I a Vl), los primeros cinco denominados en forma
colectiva proanagenos . El sexto estadio, metageno, se define por la salida del tallo del pelo por
encima de la superficie cutanea. En este estadio el foliculo andgeno penetra en profundidad en la
grasa subcutdnea. La duracién del anageno varia en grado notable en funcién de lugar del
cuerpo y la especie. Se estimd que el anageno de los faliculos piloso del ser humano dura de 2 a
6 afios en el cuero cabelludo, de 19 a 26 semanas en la pierna, B a 12 semanas en el brazoy 4
a 14 semanas en el labio superior [Kligman, 1959].

Catageno

Al final del anageno, el foliculo piloso entra en la fase catégena, con cambios
morfolégicos y moleculares que son caracteristicos de la muerte celular programada o
apoptosis (Seiberg et al, 1935]. Al inicio del catageno los pelos del cuero cabelludo exhiben un
adelgazamiento gradual y disminucion de la pigmentacion en la base del tallo del pelo. Los
melanocitos en la porcion matriz del bulbo dejan de producir melanina, reabsorben sus dendritas
y sufren apoptosis (Stenn et al, 2001). Los queratinocitos de la matriz dejan de proliferar de
forma abrupta para pasar a la diferenciacion terminal, de modo que los foliculos méas bajos
involucionan y retrogradan. Las células de la papila folicular se retnen y permanecen contenidas
en la vaina de tejido conectivo, que se contraen, y empuja a la papila folicular condensada hacia el
fondo de la porcion epitelial del foliculo en regresion. La vaina del tejido conectivo también
comienza a engrosarse durante el catageno (Kligman, 1959]. Al final del catageno, la papila
folicular entra en reposo en el fondo de la porcion permanente del foliculo piloso.
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Telégeno

Dentro del pelo telégeno tiene un extremo proximal en forma de clava, que en los casos tipicos
se desprende del foliculo durante el telégeno o el anageno siguientes. El pelo nuevo producido en
el andgeno nuevo no “expulsa” el pelo del ciclo anterior y a veces puede encontrarse junto al pelo
telégeno retenido dentro del foliculo. La vaina radicular interna, que suele desintegrarse en el
foliculo anageno a nivel de la apertura del conducto sebaceo, esta ausente del foliculo telégeno.
Por dltimo, se produce una nueva fase de crecimiento, y el ciclo se repite.

En el cuero cabelludo del ser humano el periodo anageno por lo general es bastante prolongado;
sin embargo, el catdgeno solo dura unas 2 semanas y el telégeno de 1 a 3 meses (Kligman,
1959).

Exageno

El término exdgeno se acufio para denominar la fase de desprendimiento del pelo. [Lavker et al,
2005]). Este término describe la relacion entre el tallo del pelo y la base del foliculo telégeno mas
que la actividad ciclica del foliculo subyacente (Stenn et al, 2001). Dado que los pelos pueden
retenerse por mas de un ciclo, la fase del desprendimiento tiende a ser independientemente del
anageno y el telégeno. Aun cuando es poco lo que se sabe sobre el control del exégeno, se
involucraron vias proteoliticas en la formacion del pelo en “clava” (Stenn et al, 2001).

Aungue la naturaleza ciclica del crecimiento del pelo descrita es similar en seres humanos y
animales, el patrén de crecimiento y reposo, y la tasa de crecimiento varian segun las especies y
el lugar del cuerpo. Durante la vida uterina y el periodo posnatal temprano los seres humanos
también presentan un crecimiento del pelo en ondas, este tipo de ciclo se pierde en etapas
posteriores de la vida. Entre las semanas 26 y 28 de gestacion, la mayor parte de los foliculos
del cuero cabelludo humano experimenta la transicién al telégeno siguiendo un patrén en ondas
gue se propaga desde las regiones frontales hasta las parietales y que es caracteristico del
Gltimo estadio del primer ciclo del pelo (Barman et al, 1967]). Muchos de estos pelos primarios
se desprenden dentro del Gtero, (Kligman, 1961) aunque el proceso puede retrasarse en
algunos individuos, y se puede observar abundante pelo al nacer (Barman et al, 1967).

En cualquier momento dado, cerca del 85% al 90% de los foliculos pilosos del cuero cabelludo
esta en el anageno, alrededor del 13% se encuentra en el telégeno y menos del 1%, en el
catageno. [Kligman, 1959). Se cree que cada foliculo atraviesa el ciclo de crecimiento del pelo
entre 10y 20 veces en la vida.

1.2.1.6 Morfogénesis

La formacién de apéndices como el foliculo piloso involucra una secuencia compleja de sefiales
entre el mesenquima dermal y el epitelio subyacente. Los estimulos precisos que la inician aun
no estan totalmente definidos. Morfolégicamente, se han identificado las fases de induccion,
organogeénesis y la citodiferenciacion, asi como una divisidn del desarrollo en ocho etapas de la
formacion del foliculo piloso en humanos y roedores (Figura 3] (Schmidt-Ullrich et al, 2005). El
desarrollo de los primeros foliculos humanos inicia entre la semana 8 y 12 de gestacion.
Probablemente en respuesta a los elementos sefializantes dérmicos, los cuales son expresados
en gradiente sobre el desarrollo del feto, resultando en el engrosamiento del epitelio primitivo
que forma placodas que inducen la agregacién de las células dérmicas subyacentes a
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condensados mesenquimales (Ebling, 1980). A esta fase del desarrollo folicular se le conoce
como la primera etapa en el desarrollo del foliculo piloso. Una placoda epitelial puede ser
considerada como la unidad basica de la organogénesis ectodérmica y un centro de
sefalizacion de mas de 10 diferentes senales, entre ellas Wnt, las proteinas morfogénéticas de
hueso (BMP), factores de crecimiento de fibroblastos y Soni Hedgehog (SHH), mismas que son
auto expresadas por las placodas, o bien por el mesenquima subyacente (Millar, 2002; Thesleff y
Mikkaola, 2002; Pispa y Thesleff, 2003; Veltmaat et al, 2003). Las placodas son engrosamientos
locales del epitelio formados por un agrupamiento de queratinocitos epiteliales en respuesta a
sefiales emitidas por la dermis, posteriormente cada placoda manda un mensaje de
retroalimentacion a la dermis induciendo la formacion de agregados de células mesenquimales
conocidos como condensados dérmicos (Mikkola, 2007). Las primeras placodas de foliculos
pilosos han sido vistas en la ceja, arriba del labio y en la region de la barbilla. La formacion de
placodas se expande subsecuentemente en una onda caudalmente y ventralmente sobre la piel
del feto. Los condensados dérmicos inducen a las células que conforman sus placodas
subyacentes ectodérmicas a proliferar e inician la penetracién de la dermis. En conjunto estas
procesos conforman la segunda etapa del desarrollo. Como las células epiteliales crecen hacia
abajo dentro de la dermis, el condensado de células dérmicas permite precisamente esa
invaginacion. Los foliculos pilosos crecen dentro de la dermis en un angulo a la superficie de la
piel, con un grado de angulo dependiendo de la localizacién del foliculo (referido en Vogt et al,
2008]). La etapa inicial de la formacion de placodas da origen a un brote o yema, situacion que
es caracteristica de la tercera etapa del desarrollo folicular. Durante la semana 12-14 de
gestacion, la base epitelial de la yema en el cuero cabelludo se invagina y envuelve al condensado
de ceélulas dérmicas y forma la papila dérmica. Esta etapa de desarrollo es descrita como la
etapa de yema bulbosa o cuarta etapa en el desarrallo folicular (referido en Vogt et al, 2008).

Fig.3. Morfogénesis del foliculo piloso humano. La formacién del foliculo es producida por la interaccion de varios
eventos de sefalizacién entre el mesénquima y el epitelio. (Modificada de Paus et al, 1999 )

20



En la quinta etapa, en las semanas 13-16 de gestacion, las porciones superficiales de los
foliculos desarrollan dos distintas protuberancias de células en la parte posterior del foliculo, el
cual ésta en un obtuséngulo con respecto a la superficie de la piel. La protuberancia superior
cercana a la superficie de la piel forma eventualmente las glandulas sebaceas, mientras la
protuberancia inferior es el lugar de insercion del muasculo erector del pelo que lo ancla al
foliculo, ademas de ser una region que presenta ceélulas multipotenciales provenientes del
epitelio interfolicular. El musculo erector del pelo se desarrolla independientemente del foliculo y
es visto eventualmente primero en la dermis cerca de la glandula sebaceas en desarrollo
(referido en Vogt et al, 2008). El musculo erector del pelo crece hacia abajo para conectarse
con la region del bulbo como si el foliculo empujara hacia el fondo dentro de la dermis.
Notablemente, el musculo erector del pelo no se desarrolla en los foliculos que estan creciendo
perpendiculares a la piel, tales como los foliculos de las pestafias, faliculos del canal auditivo
exterior y aquellos del orificio nasal. Las células externas del bulbo, destinadas a ser glandulas
sebaceas, proliferan y algunas se diferencian en células lipogénicas que progresivamente
acumulan lipidos. Las hormonas maternas provocan la hipertrofia de las glandulas sebéaceas e
incrementan temporalmente las sintesis y secrecion de sebo durante el segundo y tercer
trimestre. Con la liberacion bajo la influencia de las hormonas maternas, las glandulas sebaceas
llegan a ser relativamente quiescentes hasta que la produccién endégena incrementa en la
pubertad. En humanos, algunos foliculos pilosos desarrollan una tercera protuberancia
superficial de células por encima de las células destinadas a ser glandulas sebaceas. El
desarrollo de esta tercera protuberancia indica la formacion de una glandula apocrina (Holbrook
et al, 1991). En humanos los foliculos con la mayor asociacién a glandulas sebaceas estan en la
cara y el cuero cabelludo. Sin embargo, los foliculos asociados a glandulas apocrinas también se
encuentran en axila, genitales y ano.

En el segundo trimestre, los foliculos pilosos se diferencian para formar eventualmente las siete
capas de células en cilindros concéntricos caracteristicos de foliculos maduros. Hacia el final de
la etapa 4 o al inicio de la etapa 5, un grupo de células epiteliales separadas de las células
epiteliales periféricas las cuales después llegan a ser la vaina externa de la raiz, contindian con el
epitelio no falicular. Este grupo de células epiteliales descansan en la parte de superior de la paila
dérmica, promoviendo la diferenciacién en la vaina interna de la raiz de Henle, Huxley y la capa
de cuticula, y el grupo central de células de la matriz que proliferan y originan la cuticula del tallo
del pelo, la corteza y, después en los pelos terminales, la medula (referido en Vogt et al, 2008).
La sexta etapa es definida por el desarrollo y el crecimiento visible del tallo del pelo. Como el
tallo del pelo y su vaina interna de la raiz se alargan, las células epiteliales periféricas se mueven
a un lado permitiendo el cono de las células del grupo central que se mueve hacia arriba de la
protuberancia. Durante las semanas de gestacion 19-21, los foliculos en desarrollo llegan a la
séptima etapa, en la cual los canales del pelo se forman, En la octava etapa, los foliculos estéan
totalmente formados y las primeras fibras de pelo nacen de la piel. El pelo lanugo inicial de la
primera fase anagena del crecimiento del pelo crece hasta las semanas 24-28 de gestacion.
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1.2.1.7 Mediadores moleculares de la morfogénesis del foliculo

Los eventos de la morfogénesis del foliculo estan controlados por una red compleja de patrones
de sefalizacion secuenciales de activacion e inactivacion, autocrinos, paracrinos y endocrinos.
Investigaciones recientes han identificado multiples factores regulatorios y la esencial naturaleza
de su influencia en el desarrollo del foliculo, pero esos reguladores moleculares aun no estan
bien estudiados (Millar, 2002).

Actualmente, las evidencias sugieren que la primera sefial emana del mesodermo embrionario,
pero se desconoce si el epitelio juega un papel puramente pasivo en la induccion de la primera
sefial. El patrOon molecular més temprano conocido involucra a la B-catenina, un mediador
intracelular de la expresion de genes. Estudios han mostrado que la B-catenina es esencial para
que los gueratinocitos que son células madre tomen algln destino (Watt, 1998). La expresion de
la B-catenina estabilizada en la epidermis de ratones transgénicos induce la morfogénesis de
foliculos de novo, demostrando su importancia fundamental en el desarrollo de los foliculos
pilosos [Gat et al 1998).

Con la iniciacion de la primera sefial y la formacién de placodas, un exceso de mediadores intray
extracelulares es expresado. Las sefiales de WNT transducidas por B-catenina y LEF1 puede
provocar la expresion de Ectodisplasina (EDA). Experimentalmente, la expresion de EDA, la
activacion de su receptor (EDAR]) o su subsecuentemente activacion de la sefializacion de NK-«f3
mediada por EDAR permitird el desarrollo del foliculo piloso (Cui et al, 2008). EDA-EDAR es un
compaonente temprano y necesario para la formacion de placodas en todas las estructuras que
derivan del ectodermo. EDAR es uno de los marcadores mds tempranos de placodas formadas
(Pispa y Thesleff, 2003] y su ligando es un activador de placodas (Mikkola ,2007). La expresion
de LEF1 también induce la formacion del foliculo asi como la expresién de Noggin, Factor de
Crecimiento Transformante B2 (TGF-2), TGFBR-, integrina B1 y molécula de adhesion celular
neural [NCAM). Factores de Crecimiento de Fibroblastos FGF1, FGF2, FGF4 y su receptor FGFr2
pueden también tener un papel inductivo en los foliculos, esto basado en los estudios hechos con
embriones de pollo y la promocion de la formacién de plumas (referido en Vogt et al, 2008).

La interaccion compleja entre activadores e inhibidores de la formacion de foliculos, y los
respectivos reguladores de los activadores e inhibidores probablemente determinen la
distribucion de los foliculos en la piel (Stenn et al, 2001).
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1.3 ECTODISPLASINA (EDA)

La familia de ligandos de ectodisplasina presenta proteinas transmembrana triméricas tipo |l
con un dominio intracelular amino terminal corto; una region transmembrana; un gran dominio
extracelular carboxilo terminal que contiene 19 repeticiones [G-X-Y] que media la trimerizacion
del dominio de coladgena al que también esta unido y una interrupcion seguida por el dominio
homologo a TNF (Figura 4) (Mikkola et al, 1999].

Dominio COOH

Dominio
Sitio de reconocimiento
de furina

Dominio de ‘l’
Colégena 1 4161 ¥ 1950 180-239 389
A = Sitio de escision | X 3 Dominio
de furina (OreY) Oy-X-Y), " InF
:
T o Intracelular 8 5 Extracelular
plasmatica g

Dominio NH2

Fig. 4. Representaciones esquemdticas de la estructura de ectodisplasina (Modificada de Mikkola et al 2003, y
Wisniewski et al, 2002 respectivamente)

Ectodisplasina es codificada por el gen EDA ligado al cromosoma X en el humano, su gen
ortélogo en el ratén es el gen Tabby. El gen EDA es sometido a cortes alternativos extensos,
produciendo varios transcritos, la isoforma original y la mas corta es EDA-O, la mas larga es
EDA-A y otras isoformas mas (EDA-B, -C, -D, E, -F]) (Bayes et al 1998). Todos los transcritos
tienen el mismo primer exén que codifica para un dominio intracelular corto, un Unico dominio
transmembrana y un dominio extracelular de 66 aminoacidos. EI gen EDA estéd altamente
conservado evolutivamente a través de la filogenia ya que EDA-A y sus contrapartes en el ratén
poseen una homologia de 94.6%. El gen Tabby del ratén también sufre cortes alternativo y se
han descrito las isoformas EDA-A-B,-C (Srisvastava et al 1997).

Las dos isoformas funcionales de EDA son EDA-A1 Y EDA-A2 mismas que difieren solo por la
presencia de dos aminoacidos adicionales en el motiva TNF [Yan et al 2000, Hymowitz et al,
2003) de manera que EDA-A1 contiene 391 aminoacidos y EDA-A2 solo 389. A pesar de esas
diferencias estructurales minimas, EDA-A1 y EDA-A 2 muestran muy alta especificidad con sus
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respectivos receptores EDAR y XEDAR (Bayes et al, 1998, Yan et al 2000, Hymowitz et al
2003). Otras caracteristicas que tiene EDA y que comparte con otros miembros de la familia
TNF son que es una proteina de membrana tipo Il glucosilada y oligomérica (Mikkola et al, 1999;
Ezer et al,1999). La diferencia mas notable entre la ectodisplasina y otros TNF “s es la presencia
de dos regiones cortas ligadas a colagena en EDA, mismas que son requeridas para la actividad
biolégica de esta proteina (Bayes et al, 1998, Monreal et al, 1999].

La ruptura de EDA-A1/A2 por una enzima como furina permite la liberacion del ligando EDA,
una molécula extracelular soluble que posteriormente forma trimeros activos que son capaces
de interactuar con sus correspondientes receptores y mediar las sefiales (Chen et al 2001,
Elomaa at al, 2001). Los trimeros solubles de EDA inician la sefializacion de EDA por la union a
receptor EDAR (Yan et al, 2000). Fue demostrado que EDA A1 se une especificamente a EDAR
y que no tiene afinidad por ningln otro miembro de la familia TNF (Yan et al, 2000). El dominio
muerto de EDAR se une a su adaptador de sefiales citoplasmatico EDARADD, éste se une al
complejo TRAF6/TAK 1 /TAB2 para activar el complejo IKK [Cinasa 1kB]

1.3.1 Localizacién y expresion

EDA se expresa de manera diferencial en la membrana, ya que se encuentra en la superficie
apical y lateral de las células, asociada con estructuras del citoesqueleto como filamentos de
actina (Ezer et al, 1999). A través de analisis de expresion e inmunochistoquimica se encontro
gue EDA se localiza en la membrana de los queratinocitos y en los apéndices cutaneos, mientras
gue estaban ausentes en ratones Tabby donde EDA se ve afectada. [Ezer et al 1999; Elomaa et
al 2001).

Elomaa y cols (2001) demostraron que la EDA es expresada en el desarrollo del epitelio y
también en ceélulas en tejidos adultos. Durante el desarrollo de la piel, en la semana 20 de
gestacion, a traves de estudios de hibridacion /7 sitv e inmunoshistoquimicas, mostraron que
tanto EDA como EDAR se expresaban en la epidermis, mientras que la dermis y el musculo liso
no las presentaban. También mostraron que EDA estaba expresada en la epidermis mientras
EDAR estaba restrigida al peridermo (Figura 5). Sin embargo EDAR esta asociado con las
placodas que son las estructuras en donde se inicia la fomacion de los apéndices cutaneos
(Elomaa et al, 2001). En contraste, en el desarrollo de piel murina, en los dias 14/ 15 antes de
la aparicion de las placodas, la expresion llega a ser focalmente regulada de manera positiva y
mantiene una expresién alta en las celulas epiteliales del foliculo que estan en contacto con la
condensacion dérmica que se encuentra en la base de la invaginacion del foliculo [ Headon et al,
1999). Los patrones de expresion para EDA-A1 y EDA-A2 en el desarrollo de piel murina son
diferentes en tiempo y espacio, lo que indica que estas dos isoformas pueden tener distintos
papeles en el desarrallo (Yan et al, 2000].
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Fig. 5. Cortes histolégicos de piel humana en la semana 20 de gestacion, procesados mediante hibridacion in situ e
inmunohistoguimica para evidenciar la presencia de EDA y EDAR. En A) y C) se observa mediante hibridacion la
localizacion en el peridermo de EDAR, mientras que en B) y D) la localizacién d EDAR en la epidermis. En E) yF] se
observa el mismo patron de localizacion mediante inmunohistoquimica. En G) y H) se muestra con las mismas técnicas
la localizacion de EDAR y EDA correspondientemente en el foliculo piloso. (Modificada de Elomaa et al, 2001).

Aunqgue la expresion de EDA esta distribuida ampliamente en la piel, su sefializacion es especifica
para el desarrollo de apéndices cutaneos porque EDAR y EDARADD estan expresados
Unicamente en los apéndices cutaneos (Headon et al, 1999, Headon et al, 2001)

EDA es expresada en el epitelio del cuerpo y en los foliculos pilosos durante el desarrollo
embrionario, pero continua también en la edad adulta, en apéndices cutaneos maduros [Kere et
al, 1996; Bayes et al, 1999). Esta expresion de EDA en células epiteliales adultas podria ser sélo
una expresion basal sin consecuencias funcionales o podria deberse a que EDA esté involucrada
en vias adicionales no relacionadas con el desarrollo de la piel. De manera alternativa, EDA
podria participar también en vias de senalizacién implicadas en la regeneracion continua de la
piel adulta (Ezer et al, 1999).
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1.3.2 Papel de EDA en el desarrollo
EDA regula la iniciacién de la formacion de apéndices cutaneos

El patron regular del foliculo piloso se origina como el resultado de una competencia entre la
promocion de las placodas y las sefales inhibitorias emergentes de la placoda o del mesénquima
condensado (Mikkola et al 2006; Millar 2002). Mientras que los factores WNT y FGFs son
considerados como activadores de la diferenciacion de las placodas, las proteinas BMPs (en
particular BMP2 Y BMP4) son generalmente consideradas como supresoras del destino
placodal de pelo. Varios estudios han confirmado que EDA-A1/EDAR juegan un papel central
como reguladores tempranos de la formacion de placodas. En la ausencia de EDA las placodas
de pelo primarios no se forman y consecuentemente la expresion de los marcadores de
placodas esta ausente (Laurikkala et al, 2002; Headon et al 1999].

Por otra parte, el exceso de EDA-A 1 hace a las placodas de pelo méas grandes y causa su fusion
entre si tanto in vitro como /i vivo. La expresion transgenica de EDA A1 esta regulada por el
promotor de queratina 14 (K14] que eleva considerablemente los niveles de EDA-A1 varios dias
antes de la aparicion de los primeros foliculos, ain cuando esto no cause la iniciacion precoz del
desarrollo del pelo [Mustonen et al, 2004). Las consecuencias de la sobre expresién de EDA son
similares en muchos apéndices cutaneos y quizas los efectos de EDA son medidos por los
mismas genes blancos en cada uno de los apéndices epiteliales.

Se ha demostrado que EDA también es esencial para la formacion de glandulas submucosas en
el tracto respiratorio en raton (Grineberg et al, 1971; Rawlins et al, 2005). Es de notar que
pacientes con Displasias Ectodérmicas Hipohidréticas (HED]) tiene un riesgo mayor de padecer
enfermedades pulmonares debido a la carencia de glandulas mucosas en el tracto respiratorio,
como se ha visto en modelos experimentales de perros (Casal et al, 2007). EDA tiene también
participacion en la induccion del desarrollo de glandulas sudoriparas y sebaceas. (Grineberg et
al. 1971; Cui et al. 2003; Newton et al. 2004, Mustonen et al. 2003)

Por otra parte, no se ha reportado que EDA-A2 tenga efectos en el desarrollo de los apéndices
cutaneos (Mustonen et al, 2003; Zhang et al, 2003; Newton et al, 2004 ; Cui et al, 2003)

EDA en la morfogénesis

Analisis de embriones deficientes para EDA y EDAR indican que estas proteinas son esenciales
en la morfogénesis del diente (Mikkola et al 2003). Se ha observado que EDA también regula el
desarrollo de glandulas salivales submandibulares (Nordgarden et al, 2004; Jaskoall et al, 2003]
y ademas regula la morfogénesis de las glandulas mamarias, en particular del pezén. En cerca
del 30% de los pacientes varones con HED se observan anormalidades de los pezones ya que
se encuentran ausentes o0 hipoplasicos mientras que en las mujeres que padecen esta
enfermedad tienen problemas para el amamantamiento debido a que las glandulas mamarias
son hipoplasicas (Clarke et al, 1987)

EDA y su participacion en la formacion de la vaina del pelo y ciclo del pelo

Ratones deficientes de EDA presentan una estructura fina anormal de las vainas de todos los
tipos de pelo indicando el papel de esta proteina en la formacion del filamento del pelo.

EDA tiene una funcién especifica en la produccién de pelos “zigzag” en el ratén. La sefializacion
de EDA junto con la de WNT controla la asimetria molecular y morfolégica de los foliculos pilosos
de pelos zigzag y la formacion de la vaina del pelo [Hammerschmidt et al, 2007).
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La relacién entre los tipos de pelo murinos y humanos no es clara [Schlake, 2007]. Sin embargo,
ahora es evidente que EDA esta involucrado en variaciones normales de la morfologia del cuero
cabelludo en humanos. Estudios recientes han revelado el papel de EDA en el ciclo del pelo.
Analisis de expresion indican que los componentes de la via de EDA fluctdan durante el ciclo del
pelo de tal manera que estan mas expresadas en la fase anagena tardia y la fase catagena
temprana. Por otro lado, la perdida de EDAR y su inhibicion farmacolégica resulta en una
considerable aceleracion de la catagena (Fessing et al, 2006).

La entrada a la fase catagena esté retrasada por varios dias en los ratones que sobre expresan
EDA A1 [Mustonen et al, 2003). Lo anterior sugirié que los efectos de EDAR podrian al menos
en parte, estar mediados por su habilidad de regular la expresion de la proteina Inhibidora de
apoptosis ligada a cromosoma X (XIAP] (Fessing et al, 2006).

1.3.3 Estudios experimentales con EDA

El papel de EDA-A1 durante el desarrollo de apéndices cutaneos es muy claro ya se tiene
identificado el fenotipo de las mutaciones en alguno de sus componentes de la su sefializacion. A
continuacion se enlistan algunos de estos trabajos.

Srivastava y cols [(1997), estudiaron las consecuencias de la expresion de EDA-A1 /7 vivo en un
modelo de ratdn, generando una linea de ratones transgénicos que tuvieran un transgen que
codificara para la isoforma EDA-A1. La expresion de EDA-A1 en machos “Tabby” resultd en la
restauracion del crecimiento del pelo, crestas dermales y glandulas sudoriparas, asi como un
efecto positivo en el desarrollo de diente ya que aunque no se corrigié la forma ni el tamanio, si lo
hizo con el nimero de molares.

Mustonen y cols (2004), analizaron la formacion y la morfologia de placodas usando modelos in
vivo e in vitro en donde tanto el tiempo de exposicién como la dosis aplicada de EDA-A1 fueron
variadas. En embriones transgénicos que sobre expresaban EDA-A1 bajo el promotor queratina
14, las placodas de pelo fueron agrandadas y fusionadas y se desarrollaron placodas extras de
la lamina dental y de la linea mamaria por lo que promovio un destino placodal en el desarrollo de
glandulas mamarias, dientes y en la primera onda de foliculos pilosos en el ratén; sugiriendo que
EDAR tiene una funcion similar durante las etapas tempranas del desarrollo de la mayoria de los
apéndices cutaneos. Mientras que en la piel embrionaria de dia 13 expuesta a la proteina
recombinante EDA-A1 se estimulo el crecimiento y también la fusion de las placodas detectando
gue este aumento de tamafno estaba en proporcion directa a la dosis administrada a los
explantes. En este dltimo caso EDA-A1 estimuld un destino placodal sobre el destino
interfolicular. En ninguno de los dos casos, se acelero la iniciacion de los foliculos pilosos, ya que
EDA-A1 no puede cubrir el requerimiento necesario de la primera sefal dérmica que se
presenta en la morfogénesis del pelo, de manera que aunque EDA-A1 no regule la induccién
primaria de las placodas epiteliales, si tiene un papel clave en los pasos siguientes, como en la
expansion de las placodas.

Gaide y Schneider (2003), administraron la proteina EDA recombinante en diferentes tiempos
durante el desarrollo y después determinaron el grado del rescate de fenotipo en animales
adultos. Hicieron un tratamiento en ratones “Tabby” prefiados con EDA-A1 recombinante
generada de tal modo que fuera capaz de cruzar la barrera placentaria y para rescatar el
fenotipo “Tabby en la progenie, asi que hicieron que la proteina recombinante contuviera el
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dominio que se une al receptor de EDA y lo fusionaron con el Carbono terminal del dominio Fc de
IgGl. El complejo fue administrado intravenosamente al ratdn “Tabby “prefiado en los dias 11, 13
y 15. Los efectos de la exposicion de Fc:EDA-A1 durante la embriogénesis persistian a traves de
la edad adulta. El mismo complejo pero con EDA-A2 no tuvo efectos en la reversion del fenotipo
Tabby. No obstante, se evaluo el efecto si se administraban las dos isoformas juntas, quizas EDA-
A2 tenia sinergia con EDA-A1, pero no hubo evidencia de rescate.

El tratamiento con Fc-EDA-A1 fue incapaz de rescatar dos rasgos caracteristicos del raton
“Tabby™ la composicion anormal del pelo y la presencia del tercer molar que los ratones Tabby
no tienen. La administracion de EDA-A1 también se realizé después del nacimiento, sin embargo
la administracion de EDA efectuada a mitad de la gestacion muestra un rescate mas amplio de
los fenotipos mutantes que el tratamiento que se hace postnatalmente.

Gaide y Schneider (2003), encontraron que el periodo critico en cual la accion de EDA es
necesaria para producir un apéndice particular generalmente es el mismo el tiempo en el cual el
desarrollo de esta estructura es iniciada normalmente, de esta manera la secuencia de los
eventos en el desarrollo que permiten el tratamiento exitosos de los ratones “Tabby” con Fc.EDA-
A1 es conservado en esencia con el de humanao.

Cui y cols (2009], también estudiaron el tiempo de accion en el desarrollo de apéndices, pero
con una perspectiva diferente, ellos usaron un ratén Tabby en el cual el Gnico recurso de EDA es
un transgen que puede ser prendido y apagado por la administracion de tetracicling,
encontrando que EDA-A1 restauraba las glandulas sudoriparas y los cuatro tipos de pelo
presentes en el ratdn, pero siempre y cuando EDA-A1 fuera activado en el tiempo adecuado: dia
embrionario 17 para pelo “guard”, 19 para “awl”y el 18 para “zigzag” y auchen”. La sefalizacién
de EDA-A1 en tiempos especificos es suficiente para la determinacion de los subtipos, la
iniciacion, la progresion del pelo pero no para la maduracion de los foliculos pilosos ni las
gléndulas sudoriparas. Por otro lado se ha observado que los foliculos secundarios necesitaban
concentraciones altas de EDA-A1 para diferenciarse y crecer. Ademas también se ha
demostrado que la acciéon de EDA define la estructura del apéndice, en el caso del pelo puede
modular el grosor del pelo y la forma de su fibra en foliculos pilosos adultos. Por lo tanto, la
concentracion y el tiempo en el que EDA debe estar presente tienen efectos significativos en el
fenatipo externo.

Mustonen y cols (2003) trabajaron con ratones transgénicos que sobre expresaban EDA-A1'Y
EDA-A2 introduciendo al gen mediante un vector y utilizando enzimas de restriccion, en donde el
fragmento de ADN de EDA-A1 y EDA-A2 se integra al DNA del raton en el promotor de K14.
Por principio de cuenta la sobrexpresion de EDA-A2 no causo ningun fenotipo detectable. En
contraste la sobre expresion de la otra isoforma provoco dientes y glandulas mamarias extras,
algo que no se habia reportado antes en este tipo de ratones. En cuanto al pelo, su composicion
y estructura fue anormal, y su ciclo fue alterado haciendo que la fase anagena fuera mas
prolongada de lo comun. El pelo y las ufias fueron mas largos de lo normal, los dientes tenian una
forma alterada y la formacién del esmalte en los incisivos se vio dificultada. Con respecto a las
glandulas, las sudoriparas fueron estimuladas en su funcidn y las sebaceas se observaron
aumentadas de tamanios.
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1.4 RECEPTOR DE ECTODISPLASINA A1 [EDAR])

La familia de Receptores de Factor de Necrosis Tumoral (TNFR] esta presente en todos los
linajes celulares, se conocen al menos 30 miembros de esta familia en genomas de mamiferos
(Locksley et al, 2001). Esta amplitud esta relacionada con la adquisicion de funciones en
novedades evolutivas de vertebrados, tales como las adaptaciones del sistema inmune, hueso,
glandulas mamarias y los apéndices cutaneos (Locksley et al, 2001). La familia de TNFR puede
ser clasificada de dos formas, por la similitud de las secuencias en los dominios de union de
ligando extracelulares de sus receptores, o bien , de acuerdo a su modo de sefalizacion el cual
esta relacionado con la presencia o la ausencia de dominios de muerte intracelularmente.
Algunos miembros de esta familia de receptores, entre ellos, EDAR, contienen “dominios de
muerte” celular (estos dominios son capaces de inducir apoptosis) en el carbono terminal que
les ayuda a reclutar una proteina adaptadora a esta region (\Wajant, H., 2003) que a su vez se
unen a miembros de la familia de los TRAFs (Factor Asociado a Receptor TNF) que transducen
las sefiales. La mayoria de los TNFRs no contienen un “dominio de muerte” e inician la
sefalizacion por el reclutamiento de TRAFs directamente a su region citoplasmatica (Inoue et. al,
2000]. El receptor de Ectodisplasina A1 y otros dos receptores estructuralmente similares,
como: XEDAR y TRQOY, son miembros de dicha familia de receptores [Mikkola 2003).

Estructuralmente, los receptores de TNF son proteinas de membrana tipo | comprometidas con
ligandos triméricos (Bash, 1999), con un dominio de unién ligando extracelular, una region
transmembranal simple y una region citoplasmatica con funciones celulares activas. La
homologia en la secuencia es significativa y es detectada dentro del dominio extracelular que
consiste de 1-B repeticiones de 40 residuos en cisteinas (Orlinick et al, 1998). La activacion de
los receptores de TNF a través de la trimerizacion de ligando inducido permite respuestas
pleiotropicas incluyendo sobrevivencia celular, proliferacion, diferenciacién o incluso muerte
celular. Dichos eventos son iniciados por el reclutamiento de proteinas adaptadoras
intracelulares (TRAFS), que eventualmente conducen la activacién del factor nuclear kB [NF kB)
(Koppinen et al, 2001)

EDAR es una proteina con 448 aminoacidos que estd conformado por un péptido sefial amino-
terminal, un dominio extracelular maduro de 159 aminoacidos que consiste en un dominio rico
en cisteina con 14 residuos de este aminoacidos [en donde su ligando extracelular se une a la
regidon amino terminal], seguidos por una regién Unica transmembranal simple y un dominio
intracelular carboxi- terminal de 277 aminoéacidos. El dominio intracelular de EDAR contiene un
dominio de muerte (Figura 6) (Headon, et al, 1999).

Dominio Extracelular Dominio Intracelular

s i L2

| 448

Fig 6 Estructura de EDAR, nétese la péptido sefial (PS), el dominio extracelular, la secuencia transmemembrana (ST)y
la region intracelular incluyendo el dominio de muerte (DM) (Modificada de Headon et al, 1999).
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El dominio de union a ligando es mas similar a un miembro de la superfamilia TNF recientemente
identificado como TNFRSF19 también llamado TAJ o TROY (Orlinick et al, 1998, Kojima et al,
2000, Eby et al, 2000]). Interesantemente, el patron de expresion de TROY es muy similar a
EDAR en el desarrollo de la piel (Kojima et al, 2000). Los dominios intracelulares son
conservados en menor grado. Sin embargo, un numero de TNFR s contienen un dominio de
aproximadamente 80 residuos cercanos a Carboxi - terminal llamado dominio de muerte
(Orlinick et al, 1998).

1.4.1 Localizacion
Bajo inmunofluorescencia, muchos miembros de la familia de receptores de TNF son apenas

detectados en la membrana plasmatica, sin embargo con citometria de flujo, que es un método
sensible, es facil detectarlo en la superficie celular. Koppinen y cols [2001]) encontraron que
EDAR es principalmente localizado en estructuras intracelulares. La importancia de que EDAR
sea intracelular permanece desconocida. Quizas podria actuar como un reservorio del cual el
receptor puede ser expuesto a la superficie celular de manera regulada.

1.4.2 Funciones

Los miembros de TNFR tienen una participacién en la inmunidad, inflamacién y muerte celular,
sin embargo también se cree que puedan mediar la morfogénesis del foliculo piloso (Bash,
1999).

EDA y EDAR son la primera pareja TNF/TNFR conocida en regular la morfogénesis embrionaria.
Sin embargo es muy poco lo conocido acerca de las funciones de los TNF durante la
organogénesis [Koopinen et al, 2001).

EDAR es uno de los marcadores mas tempranos en cuanto a la formacion de las placodas y su
sefializacion regula el destino placodal de las células, promoviéndolo [Mustonen et al, 2004).
EDAR también se ha descrito en la formacion de plumas [Drew et al, 2007).

Los receptores de TNF con “dominios de muerte” son a menudo capaces de inducir la muerte
celular ya sea porque recluten directa o indirectamente a otras moléculas adaptadoras
promotoras de muerte, como FADD. Sin embargo EDAR no se une a FADD ni a TRADD (Yan
2002; Kumar et al, 2001), ni tampoco se ha estudiado si EDARADD [molécula adaptadora del
receptor de EDA asociada a los dominios de muerte] tiene la habilidad para reclutar estas dos
moléculas. Lo que si se ha estudiado aunque con resultados no concluyentes, es acerca de la
habilidad de EDAR a inducir la muerte celular en células transfectadas (Kumar et al, 2001).
Dado que los pacientes con HED vy los ratones transgénicos correspondientes presentan la
ausencia completa de los 6rganos afectados o bien, su desarrollo es hipoplasico; es maés
plausible que la funcion fisiologica de EDAR sea mds bien aumentar la sobrevivencia que
promover la muerte celular [Koppinen et al 2001, Yan et al, 2000]) Durante el desarrollo
temprano del foliculo piloso, sOlo pocas células apoptGticas han sido detectadas. (Schmidt-
Urllrich et al, 2001) y no se han visto localizadas en sitios en donde se sepa que se exprese
EDAR. Sin embargo, se ha detectado un aumento en la apoptosis en el desarrollo de foliculos
piloso de los ratones transgénicos lkBo que son mimeéticos con el fenotipo “Tabby”/”downless”
(Schmidt-Urlirich et al, 2001)
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Por otro lado, Mustonen y cols (2003) reportaron la formacion de placodas de pelo mas
grandes y fusionadas cuando estimulaban la sefalizacion de EDAR a traves de la aplicacion de
EDA-A1 recombinante en cultivos de piel embrionaria murina.

1.4.3 Mutaciones en EDAR

El descubrimiento del gen dl se remonta a los estudios de Sofaer (1969), quien evidencié que
las mutaciones localizadas en dos /oc/ de cromosomas diferentes en raton, eran designados
como “downless” (dl] y “crinkled” (cr) provocando las mismas anormalidades de dientes y pelos
como los ya observados en ratones “Tabby”. Posteriormente, Headon et al, 19939 y Monreal cols.
1999 quienes identificaron que el gen “downless” (dl) codificaba un nuevo receptor
perteneciente a la familia de TNF. El genotipo mutante y el patrdn de expresion dl, sugieren que
este gen codifica un receptor de superficie celular involucrado en la induccion al destino folicular
y responsable de la diferenciacion del diente y foliculos pilosos. Su ligando posiblemente es
producto del gen “Tabby “(Ta). Estos resultados soportan la hipotesis de que la proteina downless
es el receptor de ectodisplasina (EDAR). Otros estudios por diversos grupos han verificado que
EDA-A1 y EDAR interactuan fisicamente (Yan et al, 2000; Elomaa et al, 2001; Tucker et al,
2000, Kumar et al, 2001).

Monreal y cols. (1999] aislaron y caracterizaron el gen homologo humano al gen dl, designado
gen DL o EDAR, encontrando una similitud del 91% con la proteina producto del gen murino dl.
También demostraron que el gen DL se localizaba en el cromosoma 2g11-g13. El analisis
estructural del gen mostro la presencia de 12 exones y sus secuencias intrénicas adyacentes.
Se encontro similitud en las secuencias al dominio muerto de la familia de receptores TNF. El
producto del gen DL es un receptor capaz de unirse a EDA 1 y sus mutaciones son responsable
de los sintomas clinicos de las formas autosomales de las displasias ectodérmicas. (VWisniewski
et al, 2002) y en condiciones similares en ratones [Rogemidiller et al, 2003).

Los sintomas tipicos de HED son la falta o el escaso pelo [atricosis o hipohidrosis), la falta de
dientes (anodontia o hipodontia] o la malformacion de éstos, y la ausencia o la reducida
presencia de glandulas sudoriparas (anhidrosis o hipohidrosis] [Figura 7). Los rasgos clinicos
caracteristicos incluyen también la resequedad de la piel, ojos, vias respiratorias y membrana de
la mucosa presumiblemente debido al desarrollo defectuoso de varias glandulas exécrinas como
las sebaceas, salivales, de Meibomio y lagrimales (Reed et al, 1970). No obstante, la HED puede
estar asociada con anormalidades craneofaciales caracteristicas y defectos en las ufias y
ocasionalmente con la ausencia de pezones. La HED afecta el cuero cabelludo y el pelo corporal
pero no el vello facial y pubico (Bash, 1999).
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Hipodontias

Fig 7. Caracteristicas fenotipicas de HED. Nétese el pelo escaso y la falta de dientes en los pacientes con esta
enfermedad. (Modificada de Mikkola et al, 2003)

Existen 4 ratones mutantes con similitudes fenotipicas a las que muestra HED descritos a
mediados de los 90 's. (Falconer 1952) El mutante “Tabby” esta relacionado a una mutacién en
EDA, el ratén downless a EDAR en el /ocus recesivo, ratén “Sleek” en donde EDAR estd afectado
en el /ocus dominante. [Headon et al, 1999). Similarmente, mutaciones en humanos de EDAR
pueden causar ambas formas de HED , la recesiva y la dominante (Monreal et al, 1999]. El
mutante “crinkled” muestra alteraciones en EDARADD (Headon et al, 2001). Las mutaciones en
estos tres genes en humanos causan los mismos defectos que en ratones.

Son pocas las mutaciones en EDAR que puedan presentarse en pacientes con HED, la mayor
parte son originadas por su ligando, EDA, causando la forma mas comun de HED siendo la forma
mas recurrente de aproximadamente 150 displasias ectodérmicas congénitas distintas
clinicamente (Pinhero et al, 1994, la cual se presenta mas frecuentemente en hombres por ser
ésta ligada al cromosoma X [Mikkola et al, 2008).
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Sin embargo ademas de HED, Schmidt y cols [ 2006 ] reportaron que la mutacién en el gen
EDAR causa la detencion de la formacion de la placoda en el estado de desarrollo de pre-
placoda [pO-p1) durante la embriogénesis murina, en donde el desarrollo del foliculo esta
dividido en ocho distintas etapas (Schmidt-Ullrich y Paus, 2005) y la etapa 1 se caracteriza por la
aparicion temprana de placodas, un grupo de queratinocitos que se rearreglan en la epidermis
para dividirse e irse invaginando en el mesodermo y propiciar las siguientes etapas para
finalmente formar el foliculo (Paus et al, 1999).

1.3.4 Senalizacion de EDAR

La senfalizacion por los receptores de TNF permite respuestas pleoitropicas dependiendo
del tipo celular y de otras sefales que las células reciban, sin embargo el resultado comun es la
activacion del factor de transcripcion NF-kB (Figura 8). La sefal de EDAR permite la activacion
del factor de transcripcion NF-KB, su translocacion al ndcleo y modulacion de su actividad de los
correspondientes genes blanco (Bodemer et al, 2002). Existe evidencia in vivo que apoya la
importancia de la activacion de NF-kB en la traduccion de la sefalizacion EDAR, por ejemplo
Schmidt-Ullrich 2001, en sus ensayos /7 vivo sugieren que la sefalizacion EDAR es mediada en
mayor medida, si no es que totalmente, por NF-kB. También Mikkola (2008) sugiere que la
activacion del factor de transcripcion NF-KB es necesaria para la sefializacion de EDAR /n vivoy
gue la sefal correcta de NF-KB es esencial para el desarrollo de apéndices cutdneos. Varios
estudios /1 vitro han demostrado la capacidad de EDAR para activar el factor de transcripcion
NF-kB (Mikkola et al, 2003; Cui et al, 20086). Por otro lado, Koppinen y cols (2001) demostraron
gue EDAR es capaz de activar NF-kB en una manera dosis dependiente.

La mayoria de los estudios en la transduccion de sefial de EDAR se han enfocado en su
capacidad de activar NF-kB, y la participacion de otras vias han permanecido en gran parte
inexploradas. Sin embargo es posible que EDAR active otras vias y no sélo a la de NFkB en
algunas lineas celulares transfectadas [Kumar et al 2001) asi como en explantes de piel

embrionarios cultivados (Mikkola datos no publicados).
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Fig 8. Participacion de las moléculas en la via de sefalizacién, y la activacion comin de NF-«xB (Modificada de
Botchakarev t al, 2005)
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Cuando EDAR falla su unién directa a algunos de los TRAFS, utiliza una molécula adaptadora
exclusiva llamada EDARADD (en ratén, codificada por el gen “crinkled”) que se une al “dominio de
muerte” del receptor permitiendo la transduccién de la sefial ([Headon 2001, Yan 2002).
EDARADD, por su parte, es una proteina de 208 aminoacidos conformada por una secuencia
consenso amino terminal y una dominio de muerte celular asociada al extremo carbono terminal
qgue se une a TRAF. EDARADD interactua con TRAF 1-3, posiblemente con TRAF 5y 6, pero no
con TRAF 4 (Headon et al, 2001, Yan et al, 2002) (Figura 9). No ha sido publicado ningun
patron de expresion de moléculas TRAF durante el desarrollo de 6rganos ectodérmicos, y solo
la expresion de TRAFG esta involucrada en el desarrollo de foliculos pilosos (Naito, 2002) aunque
aln no es claro si todos o s6lo algunos de estos adaptadores son utilizados /7 vivo.

EDA-A1

= EDA-A2

EDAR XEDAR

TRAF1-3(5,6)

v
Muerte celular?

<

Transcripcién de <——
genes blanco

Fig 9. Patron de transduccion de sefiales de EDAA1 Y EDA A2. EDA A1 se une con EDAR formando un complejo que
contiene a EDARADD y a miembros de la familia de los TRAF permitiendo la activacion de NF-xB (Modificada de
Mikkola et al, 2003).

Botchkarev y Fessing (2005) han mostrado la importancia de la correcta concentracion y el
tiempo de la sefalizacién de EDAR durante la morfogénesis de la piel y sugieren que los defectos
genéticos en la sefalizacion de EDAR pueden ser corregidos efectivamente por la administracién
del ligando en el tiempo apropiado durante la embriogénesis.

La senalizacion de EDAR juega un papel critico en la red de sefales moleculares que regulan el
desarrollo de apéndices cutaneos (Mikkola y Thesleff 2003) ya que EDA es la Unica molécula de
la familia de TNF que junto con su receptor EDAR es necesaria para el desarrollo normal de
organos ectodérmicos tanto en humanos como en ratones (Mustonen et al, 2004).
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La senalizacion de EDAR también esta involucrada en el control de la decision del destino celular
en la epidermis embrionaria, asi como en la regulacion de los programas de diferenciacion
celular en el foliculo piloso. Los efectos de la sefalizacion de EDAR en el desarrollo del foliculo
piloso muestran una estricta dependencia espacio-temporal, y también sorprendentemente
dependiente de la cantidad de ligando bioclégicamente activo en la cercania con las células
blanco. Headon y Overbeek [1999] estudiaron los patrones de expresion de dl en embriones de
ratones a traves de hibridacion /7 situy sugirieron que la sefalizacion de EDAR es requerida en
los estados mas tempranos de la induccion del foliculo piloso y puede ser responsable para
recibir la sefial inductiva del foliculo piloso inicial.

Mustonen y cols (2003]) estudiaron ratones transgénicos para EDA A1 y sugirieron que la
sefializacion EDAR incrementada dentro del ectodermo es suficiente para la iniciacién de no solo
los dientes sino también de otros apéndices ectodérmicos. La sefal de EDAR regula
negativamente la inhibicién lateral del destino placodal en las células vecinas. Mustonen y cals.
sugieren que la sefalizacién de EDAR regula el delicado balance entre activadores e inhibidores
de la formacién de placodas.

1.4.5 Patrones de expresion EDA-EDAR

La expresion de EDA y EDAR ha sido analizada a detalle durante el desarrollo del pelo
murino. En general EDA y EDAR estan restringidos a las células del ectodermo, y EDARADD fue
detectado en las mismas células que EDAR ([Headon et al, 2001). Mikkola y cols 2003
observaron en ratones que durante el desarrollo temprano, EDA y EDAR son expresadas en
bajos niveles en el ectodermo embrionario antes de cualquier evidencia microscoépica del
desarrollo de apéndices cutaneos (Mikkola et al, 2003]). Sin embargo, tan pronto como el
primordio de algun apéndice emerge, en el desarrollo del pelo murino, en el dia 14, EDAR se ve
restringido en las placodas, mientras que EDA muestra una expresion complementaria en el
epitelio adyacente [Lauurikkala et al, 2001, Kumar et al, 2001). Estudios realizados mediante
hibridacién /n situ revelan que solo EDA-A1 es expresada en la epidermis temprana y EDA-A2 no
es detectada hasta el dia 17 [Yan et al, 2000), sugiriendo que la sefalizacion de EDAR es
requerida para la formacion de placodas. Laurikkala y cols (2002) mediante la misma técnica
encontraron transcritos de EDA y EDAR en el ectodermo de embriones murinos entre los dias
11-13, no obstante la expresion de EDAR a partir del dia 15 muestra ser intensa solo en las
células epiteliales basales que forman la placoda.

Durante los estados tardios de desarrollo del pelo, EDA A1 y EDAR estan colocalizadas en la
region del bulbo, particularmente en la base de la matriz que es altamente proliferativa (Mikkaola
et al, 1999; Yan et al, 2000; Laurikkala et al, 2002), la cual contiene células precursoras que
proliferan para todos los tipos de células de la propia vaina del pelo (Millar et al, 2002). Ademas,
EDA-A1 es detectada en la epidermis folicular (Yan et al, 2000]) lo cual concuerda con su papel
en la iniciacion de los foliculos del pelo en raton tipo “zigzag” y “auchene”. EDAR es expresada en
las placodas y en el bulbo de los foliculos en todos los tipos de pelo del ratén.

Aungue no existen estudios desarrollados en otros apéndices cutaneos, con excepcion de foliculo
piloso y diente, EDAR ha sido detectado en glandulas salivales, mamarias y lagrimales la cuales
son defectuosas en los ratones “Tabby” /“downless”. EDAR también se ha localizado en varios
organos que no se ven afectados en estos ratones. Es de notar que EDA es expresado en
grandes concentraciones en la hipdfisis anterior [Mikkola et al, 1999) pero no EDAR.
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Con relacion a estudios EDA-EDAR en el desarrollo fetal humano, éstos son pocos y dispersos.
Kere y cols (1996) y Bayes y cols. (1998]) mediante analisis por Northern blott revelaron la
expresion de EDA en piel, corazdn, cerebro, pulman, higado, intestino delgado y rifion y Monreal
(1999] de EDAR en el pulman e higado. La expresion /1 situ de EDA en el desarrollo de la piel con
sus apendices asociados concuerda con lo que se encontré en ratones (Montonen et al, 1998).
También se ha detectado la expresion de EDA en neuronas, neuroglia, osteoblastos de costillas y
huesos de la boveda craneana, asi como en el desarrollo del timo, esofago y tubulos
contorneados renales. (Montonen et al, 1998). Desafortunadamente, no existen reportes de la
expresion de EDAR en los mismaos tejidos.

La informacion sobre la expresion de EDA en adultos es escasa. Sin embargo, anélisis realizados
por Northern blott han revelado la expresion de EDA en corazon, rifién y pancreas, asi como una
expresion débil en cerebro, placenta, pulmdn, higado y misculo esquelético (Kere et al, 1996).
Esto concuerda con los andlisis realizados en raton [Srivastava et al, 1997). Por otro lado, con
métodos mas sensibles como el PCR-RT se ha observado una expresién de EDA practicamente
en todos los tejidos mencionados [Bayes et al, 1998). Mediante analisis /7 situ se demostré que
en adultos la expresion es principalmente epitelial. La expresion de EDA ha sido estudiada en
pocos casos patolégicos. Su expresion es menos abundante tanto en tumores de piel malignos
como benignos, asi comao en céncer de prostata y mama (Montonen et al, 1998]). La expresion
de EDAR no ha sido analizada ni en ratones ni humanos adultos (Mikkola et al, 2003].

1.4.6 Regulacion de EDAR

No se conoce hasta el momento las sefiales reguladoras de la expresion de EDAR en el
ectodermao temprano antes de la formacion de las placodas pero en experimentos de cultivo de
explantes de tejidos murino indican que la sefial de activina BA estimula la expresion de EDAR en
las placodas del pelo y del diente (Houghton et al, 2005; Mou et al, 20086). La activina no induce
la expresién de EDAR en ectodermo aislado, pero en presencia de mesénquima, provoca una
regulacion positiva de EDAR en la formacion de placodas [Laurikkala et al, 2001, Laurikkala et al,
2002).

La activina es expresada en el mesénquima subyacente a las placodas del pelo y la supresion de
su funcién en ratones produce una detencion en el desarrollo del pelo (Matzuk et al, , 19935).
EDAR no parece ser regulado por su propia sefalizacion porque se presenta en los foliculos
pilosos de los ratones “Tabby “(Laurikkla 2001, 20002). También, la expresion de EDA es normal
en el diente de ratones “downless” indicando que EDA no esta regulada por la sefializacién de
EDAR (Tucker et al, 2000].

La activina BA puede inducir la expresion de EDAR en placodas que recién estén emergiendo i1
vitro mientras que BMP4 las regula negativamente en el epitelio adyacente de tal modo que
restringe su expresion a las placodas que se forman [Laurikkala et al, 2002, Mou et al, 2006).
La activina BA y BMP4 son expresadas en el lugar y tiempo correctos para participar
criticamente en el desarrollo del diente y del pelo, no obstante es claro que pueden estar
involucradas otras sefales. EDAR puede también regular positivamente su propia expresion
mediante la unién con su ligando, EDA, y en ausencia de este ligando EDAR no es sobre
expresado(Figura 10]) (Mou et al, 2006).
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Fig 10. Esquema que propone las interacciones moleculares que generan los foliculos pilosos primarios (Modificada
de Mou et al, 2008).
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1.4.7 EDAR en el ciclo del pelo

Se ha especulado mucho sobre el papel que tiene la sefalizacion de EDAR en el
desarrollo de los foliculos pilosos, se ha observado que un aumento en su sefalizacion permitiria
el rescate parcial en el fenotipo “Tabby” y alteraria el destino celular en la epidermis
embrionaria, ademas se implica en la regulaciéon de diferenciacion celular durante la
morfogénesis del foliculo (Mikkola et al, 2003).

Sin embargo, poco se conoce acerca de la participacion de la sefializacion de EDAR en el
control del ciclo del foliculo post-natal. Mustonen [2003) realizé estudios con ratones
transgénicos que sobre expresaban EDA-A1 bajo los promotores de queratina 14, y observo
qgue la primera fase anagena era prolongada, por lo que propuso que la sefalizacién de EDAR
podria jugar un papel en el control del ciclo del pelo post-natal, aparte de su papel ya conocido
en la morfogénesis del foliculo piloso (Fessing et al, 2006), han sugerido de manera sélida que la
duracion y la magnitud de la sefializacion de EDAR son importantes para el propio control de la
diferenciacion celular en el foliculo piloso y para la formacion de la vaina del pelo. Ellos
mencionaron que la expresion del RNAm de EDAR es dependiente a la fase del ciclo del pelo,
esto es, en la fase andgena se expresa en la matriz y en las vainas interna y externa de la raiz,
mientras que en la fase catadgena s6lo se expresa en la vaina interna y externa. En ratones
“downless”, con defecto en este receptor, la apoptosis en la fase catdgena se incrementa vy la
proteina inhibidora de apoptosis ligada a X [(XIAP] disminuye su expresion, lo que sugiere que
EDAR también es requerida para el propio control del ciclo del pelo postnatal por la regulacion
de apoptosis en los queratinocitos durante la fase catagena y que su sefalizacién juega un
papel importante en la regeneracion ciclica de los foliculos post natales, ya que cuando EDAR se
encuentra inhibido, la fase catédgena se acelera y la apoptosis aumenta en el faliculo piloso.
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1.4.8 EDAR en la evolucion

Informacion en mamiferos, peces y aves, indican que la secuencia de EDAR asi como su funcion
esta conservada en toda la clase de vertebrados (Kondo et al, 2001, Houghton et al, 2005, Cui
et al, 2008), de manera que tanto EDA como EDAR estén expresados y activos en todos estos
linajes. Schmidt—Ullirich y cols (2006) demostraron que en vertebrados, la sefializacién EDA
A1/EDAR/ NF«B es necesaria para el desarrollo y formacién de apéndices cutéaneos y por
ende es un via evolutivamente conservada por lo que el desarrollo de pelo y dientes en
mamiferos, las plumas en aves, y las escamas en peces involucran la misma via TNF (Mikkola et
al, 2008).

Dado el progreso de la gendmica comparada y la genética, los genes EDA, EDAR Y EDARRADD
descubiertos inicialmente en pacientes y modelos experimentales de raton, han sido
encontrados altamente conservados en otros vertebrados como, peces, ranas, pollo, perros,
ganado y chimpanceé. En la figura 10 se puede apreciar la similitud de secuencias en distintas
especies.

Hu --MAHVGDCTQTPWLPVLVVSLMCSARAEYSNCGENEYYNQTTGLCQECPPCGPGEEPYLSCGYGTKDEDYGCVPCPAEKFSKGGYQ
Rat --MAHVGDCKWMSWLPVLVVSLMCSAKAEDSNCGENEYHNQTTGLCQQCPPCRPGEEPYMSCGYGTKDDDYGCVPCPAEKFSKGGYQ
Po --MAHLGECKWTHVFPFLVVSLVYSASAEYSNCGENEYYNQTTGMCHDCPKCEPGEEPYMTCGYGTKDEDYGCIPCPSEKFSRGGYQ
Ra --MNQPGDRTWTHIFRFLMVSLLCSVHADYGNCGENEYYNQTTGMCQSCPECEPGEEPYMSCGYGFKDEDFGCVPCQSGKYSKGGYQ
Pez MKMWKRRGQKKSMFLSSLLVCCMFAS-AEYSSCGEYEFFNQTSNSCQACPQCRPGQE PNMSCGHGMKDEGFACVPCPQGKYSKGKYE

Hu ICRRHKDCEGFFRATVLTPGDMENDAECGPCLPGYYMLENRPRNIYGMVCYSCLLAPPNTKECVGATSGASANFPGTSGSSTLSPFQ
Rat TCRRHKDCEGFFRATVLTPGDMENDAECGPCLPGYYMLENRPRNIYGMVCYSCLLAPPNTKECVGATSGVSAHSSSTSGGSTLSPFQ
Po  1CRRHKDCE GFFRATVLTPGDQENDAECGPCLPGYYMLENRPRNIYGMVCYSCLLAPPNTKECAGATSGISAIFPSTSGTSTFSPYQ
Ra 1 CRRHKDCE GFFRATVLTPGDRENDAECGPCLPGYYMLENRPKSMYGNVCYSCLSAPPNTKECIGSSAPVSGSATITSGSSTISPFQ
Bez ICRRHKDCNALYKATVREPGTAEKDAECGPCLPGYYMLENRARNLYAMVCHSCONAPLNTKECKKTTEAIIKP-PINPGSTTVLPHP

Hu HAHK-ELSGQGHLATALIIAMSTIFIMAIAIVLIIMFYILKTKPSAPACCTSHPGKSVEAQVSKDEEKKEAPDNVVMFSEKDEFEKL
Rat HAHK-ELSGQGHLATALIIAMSTIFIMAIAIVLIIMFYIMKTKPSAPACCSSPPGKSAEAPANTHEEKKEAPDSVVTFPENGEFQKL
Po HAHKADLSGQGHLATALIIAMSTIFIMAIAIVLIIMFYIVKTKPSAQACCKSHSVKNVEAQANTQEEKKEVQDNVVIFSEKEEFEKL
Ra HPHKVELSGQGHLATALIIAMSTIFIMAIAIVLIIMFYILKTKPSSQACCTG-PSKNVEAQINEQEEKKEVP-VENIFSEKDEFEKL

Pez GSPG----- QGHLATALIIAMSTIFIMAIAIVLIIMFYILKAKPNGQACCSGQVVKAVEAQTNKLEDKKDVPDNVVIFPEKEEYDKL
Hu TATPAKPTKSENDASSENEQLLSRSVDSDEEPAPDKQGS-=============== PELCLLSLVHLAR-=========—————————
Rat TATPTKTPKSENDASSENEQLLSRSVDSDEEPAPDKQGS---============= PELCLLSLVHLAR-======—==========-=-
Po TATPAKAAKSENDASSENERLLSRSMDSDEEAAVDKQGT----—-==—========= PERCLLSLVHLAR-=================-
Ra SETQTKTEKNENDASSENERLLSRSMDSDEEAAIDKQGS--—--—====—======= AELCLLSLVHLAR-===========——====-

Pez KASPQKTVKSENDASSENEQLLSRSIDSDEEPTSDKLRSSEATNHNLCQANVGYKPDLCLLSLGLLDHRVVCNGTPASAGSQANNTQ

Hu ====——eeceeea- EKSATSNKSAG-IQSRRKKILDVYANVCGVVEGLSPTELPFDCLEKTSRMLSSTYNSEKAVVKTWRHLAESFGL
2 7] SR —— EKSVTSNKSAG-IQSRRKKILDVYANVCGVVEGLSPTELPFDCLEKTSRMLSSTYNSEKAVVKTWRHLAESFGL
PO commcccccaaaa DKSSTSNKSTG-IQSRRKKILDVYANVCDVAEGLSPTELPFDCLEKTSRMLSSTYNTERAIVKTWRHLAESFGL
Ri ceesecc==ses DKSTTNSKLTG-IHSRRKKILDLYASVCNVAEGLSPTELPFDCLEKTSRMLSSTYNTEKAIVKTWRHLAESFGL

Pez APNHITSSNVSSMNAINNNNKTPGMLQSRRKKILDLYARTCHVTEGLSPTELPFDCLEKASRMLSSSYSSDAAVVKTWRHLAESFGL

Hu KRDEIGGMTDGMQLFDRISTAGYSIPELLTKLVQIERLDAVESLCADILEWAGVVPPASQPHAAS-~=========ceoe——————
Rat KRDEIGGMTDGMQLFDRISTAGYSIPELLTKLVQIERLDAVESLCADILEWAGVVPPASPPPAAS-——=====——me—————————
Po KRDEIGGMTDGMQLFDRISTAGYSIPELLTKLVQIERLDAVESLCADILEWAQAMP-APEPAVTS-====m===m= === ———————
Ra KRDEIGGMTDGLQLFDRISTAGYSIPDLLTRLVQIERLDAVESLCTDIVEWAQGTPTLNPPSSSLPTNESS-——-=—=========
Pez KRDEIGGMSDGLOLFERVSTAGYSIPDLLARLVQIERLDAVESLCADVLGSNE IVALVGRQSVNSFHSQLVCPSPCTSPSPRCASV

Fig. 11. Conservacion de EDAR durante la evolucién. Homologia de la secuencia de EDAR completa en rojo y parcial
en azul entre distintas especies. Region del receptor transmembrana, citoplasmico y dominios de muerte estan
subrayados con linea sencilla, interrumpida y punteada respectivamente. Humano (Hu); ratdn (Rat); pollo [Po); rana
(Ra) y pez medaka (Pez) (Modificada de Cui et al, 2008).
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Harris y cols (2008] y Schmidt-Ullrich y cols (2006) compararon la secuencia completa de
DNACc de EDAR en el pez Medaka con la secuencia ortéloga en humano, encontrando que la del
pez Medaka tiene una homologia del 56% con la secuencia ortéloga en humano vy que la
conservacion de secuencia es alta en todos los dominios extracelulares, transmembranales e
intracelulares, sugiriendo que hay un papel embrionario conservado de EDAR entre las escamas
dérmicas de los peces y el pelo de los mamiferos. Por lo anterior los mecanismos moleculares
de la funcion de EDAR son similares entre los peces y los humanos.

Por otro lado, recientemente EDAR ha sido implicada como un regulador importante del
desarrollo temprano en las plumas (Houghton 2005 et al, Houghton et al 2007, Drew et al,
2007).

1.5 ACTIVINA

Las activinas son miembros de la superfamilia del Factor de Crecimiento Transformante Beta
(TGF- B) (Matzuk et al, 1995) y que forman proteinas diméricas constituidas por dos
subunidades: beta A y beta B que a su vez se pueden asociar como: beta A/ beta A; beta B/
beta B y beta A/beta B (Matzuk et al, 1995] (Figura 12), para formar la activina A, By AB
respectivamente (Fergurson et al, 1998). Estas proteinas presentan funciones en la
reproduccion y en el desarrollo (Marther et al, 1997; referido en Matzuk et al, 1995), ademas
de estar altamente conservadas a través de la escala filogenética (Esch et al, 1987; Mitrani et
al, 1990; Smith et al, 1990; Thomsen et al, 1990). La relacion estructural entre la activina A
y BB radica en el B83% de identidad en aminoéacidos del que estdn constituidas (Brown et al,
2000). Por otro lado, las activinas estan intimamente relacionadas con las inhibinas A y B.
(Roberts et al, 1991).

B | B

ActivinaA  ActivinaB  Activina AB

Fig. 12. Formas diméricas de las activinas (Modificada de Matzuk, M.M. et al., 1995]).

Las actividades biologicas de las activinas son mediadas por receptores heterodimericos
complejos que constan de dos tipos diferentes, tipo | [ActRIA y ActRIB] y tipo Il (Actll y ActliB)
(Mathew, et al, 1993). La actividad de la activina es regulada, pero usualmente también se
encuentra inhibida por la folistatina (Ueno et al, 1987, Nakumara et al, 1990]. La folistatina
tambien se une a varias Proteinas Morfogénicas de Hueso (BMP), como:BMP-2 , BMP-4, BMP-7
y BMP-11 e inhibe su unién con los receptores especificos de BMP, asi como sus efectos
biolagicos. Sin embargo, la afinidad de las BMPs a la folistatina es menor comparada con la de la
activina (Wanker et al, 2001]. La via de sefalizacién activina- receptor de activina-folistatina ha
mostrado ser esencial en el desarrollo de los 6rganos, especificamente de dedos (Merino et al,
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1999), la formacién del intestino (Kim et al, 2000; Miralles et al, 1998) y el desarrollo de los
dientes (Matzuk et al, 1995, Matzuk et al,, 1995b, Feijen et al, 1994, Ferguson et al, 1998,
Ferguson et al, 2001)

1.5.1 Efecto de la activina en el desarrollo de pelo

Matzuk vy cols, (1995), encontraron que los ratones deficientes de activina A carecian de
bigotes e incisivos. Andlisis histol0gicos del cojinete de los bigotes muestran que el crecimiento
y/ 0 la diferenciacion de los foliculos fue detenido y que los bigotes si presentaban una raiz de la
vaina, ésta era inmadura, ademas las células de la base del bulbo piloso tenian un patrdn
irregular, y la papila dérmica aparecia siempre cerca de la superficie, cosa que no sucedia con
los ratones control, por lo que concluia que la activina A es requerida para el desarrollo normal
de bigotes. La activina A es expresada en el mesénquima dérmico y es necesaria para el
desarrollo de vibrisas, es posible que la expresion del gen dl codificante para EDAR [y asi la
sefalizacion TNF) es regulada por la activina también durante la organogénesis del pelo. Por su
parte, Nakamura y cols (2003]), estudiaron los patrones en que se expresaba la folistatina y la
activina A, comparando el desarrollo del foliculo pilosos del pelaje en ratones deficientes de
folistatina (Matzuk et al, 1995b) y embriones que sobre expresaban la subunidad BA de la
activina [Munz et al, 1999] con los animales silvestres. Nakamura y cols (2003) detectaron
transcritos de folistatina en las placodas epiteliales, matriz del pelo y los queratinocitos de la
vaina radicular externa; y en la epidermis interfolicular; mientras que la activina A era expresada
principalmente en las células de la placoda; ademéas mostraron que eésta Ultima se expresaba
en el mesénquima y sus receptores asi como su unién a folistatina se llevaba a cabo en el
epitelio. Lo anterior fue sugerido debido a que en el desarrollo de foliculos de vibrisas, la
activina también se expresaba en el mesénquima (Roberts, 1991). Los cuatro receptores de la
activina mostraron también distintos patrones de expresion. El factor que debe tomarse en
cuenta es que la expresion de patrones de ambas proteinas durante el desarrollo del diente y del
foliculo son muy similares, sin embargo en el segundo caso ninguna de las dos son
absolutamente esenciales para que la morfogénesis del foliculo ocurra, como lo es la unién de
EDA y su receptor EDAR para disparar la sefializacién fundamental para la morfogénesis del
pelo, asi como la intervencion oportuna de moléculas que interactlan entre el mesénquima vy el
epitelio

Nakamura y cols (2003] sugirieron que la activina A es sintetizada por los fibroblastos que
componen la papila dérmica y que se une a sus receptores en el epitelio suprayacente siendo
este el patron de regulacion para la morfogénesis del pelo. La folistatina en cambio se une a la
activina previniendo que se una a receptores especificos.

Ademas, hallaron que la morfogénesis del pelo era retrasada en ratones deficientes de
folistatina, sugiriendo que esta proteina es inductora para este proceso, mientras que algo
similar se presentd con los ratones transgénicos que sobre expesaban la activina BA, ya que
ésta inhibiendo la folistatina. Por otra parte al cultivar explantes de piel embrionaria de ratones
silvestres y ver los efectos de la activina y la folistatina en el desarrollo del foliculo /7 vitro, cuando
se les administré exclusivamente 100ng,/ ml de folistatina recombinante humana durante dos
dias. sin activina y con activina A recombinante humana a una concentracion de 30 ng/ml
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durante 48 horas, resultando en aquellos cultivos que fueron mantenidos en presencia de
folistatina una aceleracion en el desarrollo del foliculo piloso murino mientras que en los cultivos
con activina, éstos efectos se veian inhibidos. Llama la atencién que en este trabajo se considera
a la folistatina como una sefal inductora del desarrollo del foliculo, mientras que la activina se le
considera como un inhibidor. No obstante existen otros trabajos que apoyan a Nakamura y cols
(2003) sefialando como inhibidores de la formacién de las placodas de foliculos pilosos a: BMP-
2.BMP4, p75NTR y activina BA pero también existen otras moléculas capaces de inhibir a éstos,
como la folistatina y gremlin que también son expresados en el desarrollo de los foliculos (Vogt et
al, 2008). La activina también retraso la fase catagena del ciclo del pelo, ya que suprimio la
apoptosis prolongando la duracién de la fase anagena.

Es de notar el trabajo de Laurikala (2002] quien hizo un analisis de la aplicacién local de varias
moléculas sefalizantes, entre ellas activina A, Wnt6, BMP4, EGF, FGF10, Shh, BSA, en explantes
de piel embrionaria mostrando que Unicamente la activina A promueve la expresion de EDAR,
pero solo cuando el tejido mesenquimal esta presente, ya que cuando dicha proteina se
administraba en epitelio, EDAR no era estimulado. La concentracion a la que fue administrada la
activina A fue de 50 ng/ pl por 24 horas. La activina A se expresd en el mesénquima antes de
la formacion de los foliculos y posteriormente se restringid esta expresion al mesénquima
subyacente a las placodas (Figura 13). Es de notar que la estimulacion EDAR no se dio en la
proximidad de la perla liberadora de proteina, sino especificamente en las placodas por lo tanto
la activina no pudo inducir a EDAR en la epidermis en la ausencia de la formacion de placodas.
La expresidn de la activina A inicia tempranamente en el mesénquima dermal y es posible que
algunos de sus efectos sean mediados por la estimulaciéon de la expresién de EDAR en el
epitelio. Estas vias de sefalizacion se han visto conservadas tanto en pelo como en diente. Por lo
anterior, es posible que la presencia de algunas proteinas en el epitelio, sean requeridas para la
trasduccion de la sefial de la activina, por ejemplo que su propio receptor de superficie depende
de su induccién, por otras sefiales mesenquimales. De manera que también es posible que la
cooperacion de dos senales sea necesaria para la expresion de EDAR, o bien, que la activina
induzca en el mesénquima otras sefnales regulatorias de la expresion de EDAR. En cualquier
caso, todo indica que la sefalizacion de TNF en el epitelio es regulada por sefiales
mesenquimales y la activina es un buen candidato a ser una de ellas. Finalmente, Laurikkala
(2002) sugirid que mediante la regulacién positiva de la expresion de EDAR, la activina puede
controlar la sensibilidad de las placodas a la sefial del TNF de la epidermis interfolicular.

Dado el papel que puede jugar la actvina, seria bueno explorar su efecto en el tratamiento de
desérdenes de crecimiento del cabello. En aplicaciones clinicas, en la facilitacién de la
bioingenieria de foliculos a partir de células madre con el manejo apropiado de folistatina-activina
in vitro, y la administracion local de activina y/ o folistatina puede llegar a ser el tratamiento para
la pérdida del cabello [alopecia] o el crecimiento excesivo [hirsutismo) [Nakamura et al, 2003).
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Fig.13. Regulacion de la formacion del foliculo piloso, sefializacion de EDA-EDAR asi como su integracién con otras
vias. (Modificada de Laurikkala et al, 2002).
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Actualmente se han desarrollado multiples protocolos para la construccion de equivalentes
cutaneos, basados en la expansion celular, tanto de células heterdlogas como autélogas, y
utilizando diversos andamios, con una base de colagena, quitosan, polimeros de &cido lactico o
glicolico o fibrina, etc. (Parenteau et al, 2000). Sin embargo, todos estos modelos carecen de
elementos celulares y tisulares que les provean de sensibilidad, pigmentacién o la capacidad de
inducir respuestas inmunes, asi como de la presencia de anexos cutaneos [foliculos pilosos y
glandulas).

Ya que en la practica clinica se espera utilizar celulas autélogas para la generacion de dichos
equivalentes cutaneos, resulta necesario determinar si en los queratinocitos obtenidos de piel
adulta y mantenidos /7 vitro se puede inducir la expresion de los factores de diferenciacion
esenciales para la generacion de los primordios de dichos anexos cutaneos como EDA y EDAR.

3. HIPOTESIS

Si la activina A regula positivamente la expresion de EDAR, que foma parte de la sefalizacién
para la diferenciacién de los queratinoctos en la formacidon de anexos cutaneos entonces si
administramos activina A en un cultivo de queratinocitos humanos adultos esperamos observar
un aumento en la expresion de EDAR en estas células,

4. OBJETIVOS
4.1 Objetivo general

Evaluar la expresion in vitro de EDAR en queratinocitos humanos cultivados en presencia de
Activina A.

4.2 Objetivos particulares

Demostrar que la administracion /n vitro de activina-A induce la expresion de EDAR en
gueratinocitos aislados de piel humana adulta, asi como en queratinocitos neonatales humanos
provenientes de una linea celular.

Determinar si la expresion /n vitro de EDAR en gueratinocitos humanos estimulados con activina
A muestra un comportamiento dosis dependiente.
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5. MATERIAL Y METODOS
5.1Paoblaciones celulares
5.1.1 Queratinocitos humanos adultos

Se obtuvieron biopsias de piel humana normal adulta de aproximadamente 1cm?® de superficie,
donadas por la Unidad de quemados del Hospital Pediatrico de Tacubaya, GDF. Las muestras
provenian de nifos quemados, candidatos a ser injertados. El tamafio de la biopsia algunas veces
vario dependiendo de la extension de la quemadura a injertar y fue tomado mediante un
dermatomo, pero en promedio no fue mayor a 3-cm?®(Figura 14; A, By C).

La piel fue trasladada desde el hospital hasta el laboratorio en un tubo con medio GN
debidamente sellado. Una vez en el laboratorio, la piel fue sumergida en alcohal al 70% por un
minuto e inmediatamente fue lavada con solucién salina balanceada de Hanks. Con el propésito
de aislar los queratinocitos se siguio la técnica de Rheinwald y Green (1975] (Figura 15).

Queratinocitos aislados
+ células 3T3 irradiadas
Fragmentacion -
mecémics o " e H
52T Cultivo de
queratinocitos

Biopsia
de —
piel . 'H
LS Cultivo de
2da Digestion fibroblastos

colagenasa

Fig. 15 Técnica de obtencion de células para cultivo de acuerdo a Rheinwald y Green (Modificada de Llames et al,
20086).

Las biopsias fueron lavadas en antisépticos y después de ser removidos los restos de sangre y
de tejido adiposo, se fragmentaron en finos pedazos de aproximadamente 2 mm?(Figura 14; Dy
E).
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dermatomo, en (D] la biops frgmentada en tiras , en (E) piel fragmentada en TNos troz
de cultivo y Tri/EDTA.

5.1.1.1 Digestion enzimatica y Aislamiento de queratinocitos

Los fragmentos de piel se colocaron en medio AN con 1ml de Tripsina/éacido
etilendiaminotetraaceético (Tri/EDTA) (0.05%/ 0.02%), de manera que el tejido tuvo una mayor
superficie de contacto para eficientar el efecto de la enzima (Figura 14; F]. La solucion de Tri
/EDTA junto con la piel se mantuvieron a 37° Cy en agitacién para obtener a los queratinocitos
de los estratos basales y suprabasales. Se llevaron a cabo tres digestiones secuenciales de una
hora cada una durante 3 horas, y en cada digestion se recuperaban las células suspendidas en
medio con la enzima, se centrifugod la suspensidn y el sobrenadante se regreso al tubo con la piel
en proceso de digestion enzimatica suplementandole 1ml mas de Tri/EDTA.

En cada una de las tres digestiones, se recupero el sobrenadante a cada hora, mismo que se
centrifugé a 1200 RPM obteniéndose un botén celular que fue resuspendido y contado.
Finalmente, se sembraron 50 000 queratinocitos sobre una capa de células alimentadoras
irradiadas en placas de cultivo.
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5.1.2 Linea celular 3T3 (células alimentadoras]
5.1.2.1 Irradiacion de células alimentadoras

Se expandieron células de la linea de fibroblastos embrionarios murinos NIH/3T3, mismas que
se emplearon para brindar los factores necesarios a los queratinocitos aislados de las biopsias
de piel humana adulta. Las células 3T3 fueron irradiados con una dosis letal de 6,000 rads, en
el equipo Therathon Phoenix de la Unidad de Radioterapia del Instituto Nacional de Cancerologia
(INCAN]), GDF, y se sembraron en cajas de cultivo en una densidad de 30 0OOO fibroblastos.
(Figura 19).

La finalidad de irradiar las células alimentadoras a tan alta dosis durante mas de 60 minutos
fue porque un co-cultivo con fines de implante en humanos debe asegurar que dichas celulas
aporten los factores de crecimiento necesarios para los queratinocitos, pero que al final del
proceso de expansion de queratinocitos (10 dias) todas las células murinas hayan muerto.

Fig. 19. Cultivo de 3T3 preparandose para la irradiacion. En la imagen se encuentra al personal del INCAN, colocando
las células 3T3 a la distancia adecuada de la fuente de poder que emana la radiacién correspondiente.

5.1.3 Linea celular de Quratinocitos Neonatales Humanos (Millipore SCCEO20]

Se estandarizé el cultivo de estas células para su posterior expansion. Fueron sembrados
70 000 gueratinocitos sin células alimentadoras en placas de cultivo y se mantuvieron asi hasta
su confluencia,

5.2 Cultivo primario de queratinocitos humanos

Los queratinocitos se mantuvieron en cultivo hasta llegar a confluencia. Durante los tres
primero dias después de la seimbra, se mantuvieron los cultivos con Medio QN y después del
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tercer dia se les administré Medio QC fresco cada tercer dia. El sembrado de estas células se
hizo de tal manera que se tuviera los siguientes grupos experimentales.

Grupo control negativo experimental. Queratinocitos mantenidos en cultivo inicamente sobre
la capa de células alimentadoras 3T3, sin estimulo y sin tincién para citometria de flujo

Grupo control de compensacion. Queratinocitos cocultivados con células 3T3 sin ninguna dosis
de activina A.

Grupo Experimentales. Queratinocitos mantenidos en cultivo socbre la capa de células
alimentadoras 3T3, y estimuladas con diferentes dosis de activina.

9.3 Cultivo secundario de queratinocitos neonatales

Para el caso de los queratinocitos de la linea celular no se requiri6 sembrar con células
alimentadoras, ya que el medio que utilizaban era suficiente para su crecimiento,

Los grupos que se sometieron a citometria de flujo fueron los mismos que se emplearon para
los queratinoitos aislados de biopsia

9.4 Estimulacion de queratinocitos con activina A.

Una vez que los cultivos de queratinocitos fueron confluentes, se les administro la
activina a los grupos experimentales en las siguientes dosis:
e 5ng/ml
50ng/ml
100ng,/ml
250ng/ ml

5.5 Evaluacion de la expresion de EDAR
5.5.1 Inmunohistoquimica

Con la finalidad de determinar la dilucién de los anticuerpos a usar para detectar EDAR vy
comprobar la eficiencia de dichos anticuerpos, se realizd una inmunohistoquimica a los
primeros cultivos primarios de queratinocitos sembrados con 3T3 a una dosis de 30 ng/ml de
activina A durante 48 horas, como lo habia referido Nakamura y cols (2003). Para este caso se
trabajo con un control negativo para el experimento y un experimental con la dosis de activina A
ya mencionada. Estos cultivos se realizaron sobre cubreobjetos de vidrio para posteriormente
hacerles la inmunohistoquimica y finalmente ser montados en un porta objetos para su
observacion bajo el microscopio.

5.5..2 Citometria de flujo

Tanto los cultivos primarios de queratinocitos con células 3T3 asi como los cultivos secundarios
de queratinocitos neonatales evaluaron la proporcion de células positivas a EDAR vy la intensidad
con que se expresa el receptor.

47



Los cultivos se realizaron bajo los mismos grupos de trabajo, sin embargo se realizd un ensayo
piloto para determinar si mediante esta metodologia era posible demostrar y cuantificar la
expresion de EDAR, se realizd un ensayo piloto utilizando Unicamente Solucion Salina Balanceada
de Hanks [HBSS)/ EDTA 0.02% para despegar el cultivo de la placa de cultivo. Lo anterior con
la finalidad de evitar la pérdida de EDAR por efecto de la incubacion con tripsina durante el
proceso de cosecha. En este caso se uso una dosis un poco mas alta de activina A, 45 ng/mly
se mantuvo en cultivo por 48 horas. Posteriormente al constatar que EDAR se mantenia intacto
utilizando HBSS/EDTA, se optd por probar las 4 dosis d activina A ya mencionadas para hacer
una curva de concentracion y ver si existia una relacion dosis dependiente.

Tras despegar las células de la placa, la suspension celular fue trasladada a tubos Eppendorf
para ser tratadas individualmente, fueron lavadas con amortiguador de tincién para
posteriormente tefiirlas con el anticuerpo primario contra EDAR a una dilucién (1:300) y con un
anticuerpo secundario biotinilado. Se hicieron los lavados correspondientes en cada uno los
anticuerpos. Finalmente, se le administré Estreptoavidina/APC a una dilucién 1:200, se valvié a
lavar, se resuspendieron en amortiguador de fijacién y se colocaron en tubos FACS para poder
ser leidas en citometro de flujo.

Las lecturas en el citometro BD FACS Callibur fueron realizadas de los grupos experimentales
con tratamiento de activina A y los dos controles ya mencionados. En las citometrias para los
cultivos primarios de queratinocitos con las células 3T3 no hubo homogeneidad de las lecturas
ni se usaron los mismos “settings” en el citometro por lo cual no fue posible aplicarles alguna
prueba estadistica. En contraste, los cultivos secundarios de queratinocitos neonatales si fueron
homogéneos.

El analisis de las lecturas se llevo a cabo mediante el programa Flow Jo
5.6 Anélisis estadistico

Se utilizé el programa STATISTICA para analizar los datos promedios de los porcentajes
de células EDAR positivas y los promedios de las Medias de Intensidad de Fluorescencia de los
cultivos secundarios de queratinocitos. Se calculo las desviaciones estandar de cada uno de los
tres grupos.

La poblacién presenté una distribucion normal, se realizé un ANGOVA de una via en el cual
obtuvimos un valor menor a 0.05 lo que indicé que si se presentaban diferencias entre los
grupos. Para saber entre qué grupos estaban estas diferencias, aplicamos una prueba post hoc
como la de Tukey para conocer entre que grupos estaban dichas diferencias

9.5 Reactivos

Medio GQN: Para el cultivo primario de queratinocitos humanos dentro de los primeros tres dias
de cultivo, se preparé 0.5 litros de este medio de la siguiente manera: D-MEM 300 ml, HANS-
F12 150ml, Suero Bovino Fetal (SBF) 50 ml, Adedina (2.4g/1) 5 ml, Penicilina/ Estreptomicina
5ml, Glutamina 5 ml, Insulina 0.068 ml, Toxina del coléra 0.5 ml, Triodotiosina 0.5 ml e
Hidrocortisona 1 ml.

Medio QC: Para el cultivo primario de gqueratinocitos humanos después de los primeros tres
dias de cultivo, se preparé 0.5 litros de este medio de la siguiente manera: D-MEM 300 ml,
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HANS-F12 150ml, Suero Bovino Fetal [SBF] 50 ml, Adedina (2.4g/1) 5 ml, Penicilina/
Estreptomicina 5ml, Glutamina 5 ml, Insulina 0.069 ml, Toxina del célera 0.5 ml, Triodotirosina
0.5 ml, Hidrocortisona 1 mly Factor de Crecimiento Epidérmico (EFG) 0.5 ml.

Medio Completo EpiGRO™: Para el cultivo de los queratinocitos de la linea celular.
(MilliporeSCMKOO1) que esta constituido por L-Glutamina BmM, EpiFactor 0.4%, Epinefrina 1
MM, Factor de Crecimiento Transformante- alfa recombinante humano (TGF-a rh) 0.5 ng/ml,
Hidrocortisona hemisuccionato 100ng/m, Insulina recombinante humano 5 uG/ml vy
apotransferrina 5 ug/ml. Los anteriores elementos constituidos en 485 ml de medio base.

Solucién Salina Balanceada de Hanks (HBSS): Cloruro de sodio (NaCl) 6.83g; Cloruro de
Potasio (KCI) 0.2 g; Fosfato de Sodio Monobésico (Na-HPO.) 1.15g; Fosfato de Potasio Dibasico
(KH:-PQ.) y 1000 ml de agua destilada.

Tripsina/ EDTA: 0.05¢g de tripsina, 0.02g de EDTA en 100 ml de HSBB.

Amortiguador Salino de Fosfatos (PBS): Fosfato de Sodio Monobasico (Na-HPO.) 1.48g;
Fosfato de Potasio Dibasico (KH-PO.) 0.43g; Cloruro de sodio (NaCl] 7gy 1000 ml de agua
destilada.

Amortiguador de Tincion: Preparar en PBS, con SBF 5% y antibidtico 1%.
Amortiguador de Fijacién: Preparar en PBS con 0.5% de paraformaldehido.
Activina A: Proteina recombinante humana/raton/rata. (RyD Systems 338-AC/CF)

Anticuerpo primario: Anticuerpo anti- EDAR humano y ratén. Hecho en cabra (RyD Systems
AF157).

Anticuerpo secundario: Anticuerpo biotinilado hecho en ratén , anti cabra (MP Biomedical)

Estreptoavidina APC: BD-Pharmygen
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6. RESULTADOS Y DISCUSION.
6.1. Aislamiento de queratinocitos humanos adultos

Después de la primera hora de digestion enzimatica, fue posible observar como la epidermis se
separa de la dermis ya que los hemidesmosomas que mantiene unidas ambas capas son rotos..
A nivel histolégico, el efecto de la enzima y el EDTA tienen como blanco las uniones dependiente
de Ca+ por las que esta integrado el tejido, de manera que a medida que la Tri/EDTA actuia,
estas uniones se rompen en cada uno de los estratos conformantes de la epidermis, lo cual
explica como es que después de tres horas, el botdn celular obtenido es mas diverso y bajo el
microscopio se hagan presentes gqueratinocitos de los estratos mas externos que conforman la
epidermis, mientras que en las dos primeras digestiones pueden observarse mayoritariamente
células basales y suprabasales (Figura 16).

3
3 |

Figura 15. Cortes histolégicos de piel humana durante la digestién con Tri/EDTA. Hematoxilina-Eosina, (A] 100x,
(B,C.D) 400x En (A) se observa un corte de piel completa con la presencia de foliculos y gldndulas. En (B), la piel
después de la primera hora de digestion, nétese como la dermis se ha deshecho. En (C), piel después de la segunda
hora digestién, el estrato basal empieza a ver dafiada su integridad. En (D), tras tres horas de digestion, la piel
practicamente esta representa por los estratos mas externos.

Con este procedimiento de aislamiento de queratinocitos, encontramos que la cantidad celular
obtenida durante la primera hora de incubacién con Tri/EDTA se encontraba por debajo de las
1X10° células, mientras que en la segunda recuperacion el nimero se incrementaba hasta
2X10° células, pero al final de las tres horas de incubacién el numero celular recuperado se
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incrementaba hasta las 8X10° células (Gréafica 1). Por otra parte observamos que cuando los
fragmentos de piel son incubados por tiempos superiores a tres horas en Tri/EDTA, no solo se
incrementa la proporcion de queratinocitos superficiales sino que ademéas se disminuye
notablemente la viabilidad hasta un 30 o 40 %, afectando las condiciones iniciales del cultivo de
gueratinocitos.

Aislamiento de
c00000 gueratinocitos

800000 -
700000
600000
500000 -
400000 -
300000 -

200000

No. de células

100000

o -

HORAS

Grafica1. Rendimiento celular contra horas de digestion. Obtencién de queratinocitos de una biopsia de piel humana a
lo largo de 3 horas de digestion con Tri/EDTA.

De manera que no es adecuado prolongar las digestiones por méas de tres horas. Bajo el
microscopio, las queratinocitos basales son reconocibles por su morfologia redonda y pequefia
(Figura 17).

Fig. 17. Queratinocitos basales tras su aislamiento. Nétese la forma esférica y el tamafio pequefio que presentan.
Contraste de fases DIC, método Relief por Olympus. 100x
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Cabe mencionar que el nimero de células obtenidas también dependera del tamafio de la
biopsia asi como de la profundidad con la que se haya tomado mediante el dermatomo, en este
caso el tamafio de la biopsia varia de acuerdo a cada cirugia dependiendo de la cantidad de piel
que se requiera para el injerto.

6.2. Cultivo de queratinocitos
6.2.1. Cultivo primario de queratinocitos aislados

Los cultivos de queratinocitos tuvieron una mejor adhesion cuando se sembraban
simultdneamente con las células 3T3 con respecto al sembrado previo de las “células
alimentadoras. También se observd que si se sembraban los queratinocitos solos, éstos no se
adherian al frasco de cultivo pues necesitaban de un sustrato al cual adherirse.. El aislamiento de
las células a partir de las biopsias se dificultd, en parte, por la contaminacién por bacterias que
presentaban ya las muestras desde el hospital de origen, y por la escasa donacién de biopsias
de piel.

Por otra parte, las células 3T3 a pocos dias de la irradiacion mostraron una maorfologia
notablemente afectada y empiezan a tener prolongaciones lo que nos sugiere que estan en un
proceso apoptatico, un hecho que respalda esto, es que cuando se cultivaron estas células por
si solas antes de sembrar sobre ellas los queratinocitos, era evidente observar, ademas del
cambio de morfolologia, como paulatinamente se iban encontrando en el medio suspendidas,
pues dejaban de adherirse y la placa de cultivo presentaba menaos densidad celular. (Figura 20).
La irradiacion condiciona la vida de las células a sélo 10 dias tras su expasicion.

Fig.20. Células alimentadoras 3T3. En (A) se observa el cultivo antes de ser irradiadas, su morfologia es la tipica de
fibroblastos. En (B) se muestra el aspecto de las células después de unos dias después de recibir la radiacién
empiezan a presentar prolongaciones finas y muy largas, asi como la presencia de numerosas vacuolas en el nucleo,
lo que evidencia que éstas se encuentran en un proceso apoptdtico. DIC, método Relief por Olympus. 400x
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En cuanto a los cocultivos de queratinocitos con las celulas alimentadoras, éstos respondian
favorablemente al reemplazo de Medio AN por el Medio QC, ya que era notorio una mayor proliferacién y
adherencia con el Ultimo medio de cultivo mencionado, lo que se puede atribuir a la presencia de
Factor de Crecimiento Epidérmico (EGF) el cual ayuda a que los queratinocitos proliferen. Por lo
anterior, fue después del dia tres, que corresponde al dia de cambio de tipo de medio, cuando se
inicié a ver la formacién de “nidos” o agrupaciones de gueratinocitos delimitados por las células
3T3. Después de una semana, esos “nidos” crecieron hasta poblar todo la superficie de la placa
de cultivo y de esta manera, formar una monocapa en donde se podian ver a las células 3T3
entre los limites de dichos nidos expandidos (Figura 22).

Fig. 22. Cultivos primarios de queratinocitos humanos adultos. En [A] se observa un cultivo a los pocos dias de su
siembra, nétese la presencia de nidos delimitandose por las células 3T3. En [B) se observa un cultivo ya confluente, en
donde es evidente una monocapa bien establecida. ). Contraste de fases DIC, método Relief por Olympus. 100x

6.2.2. Cultivo secundario de queratinocitos neonatales

La linea celular SCCEO20 de queratinocitos epidérmicos neonatales humanos no necesitd de
células alimentadoras, solo requirié del medio EpiGro™ distribuido por Millipore. Es importante
aclarar que no son células maodificadas, ni mucho menos inmortalizadas ya que soportan solo 15
pases. El cultivo de estas células se ilustra en la siguiente imagen (Figura 21).
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Fig. 21. Cultivo de queratonocitos neonatales humanos. En (A] observamos un cultivo confluente de gueratinocitos
50x, mientras que en (B) es un acercamiento de [A). DIC, método Relief por Olympus. 400x

La estandarizacion para este cultivo nos llevé un poco de tiempo, ya que las células eran
variables, en ocasiones a los pocos dias proliferaban y en otras veces su crecimiento era lento.
Ademas de que al inicio, tuvieron que expandirse y después de eso ya trabajar con los cultivos
experimentales.

6.3. Expresion del receptor de ectodisplasina A1 (EDAR)]
6.3.1 Inmunohistoquimica

El primer ensayo para observar la expresion de EDAR se realizd al estandarizar las diluciones de
los anticuerpos a utilizar mas adelante. Se observé que a una dosis de 30 ng/ml de activina A
durante 48 horas era poca pequenfa la proporcion de los queratinocitos EDAR+ y era dificil
poder apreciar bien la intensidad de su expresiaon (Figura 23) .Debido a que sélo era un ensayo
preliminar y al observar poca expresion en los cultivos se propus6 usar una dosis mas alta de
activina.
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Fig.23. Cultivo celular de queratinocitos humanos sobre una capa de células alimentadoras 3T3, procesados
mediante Inmunohistoqumica dirigida contra la molécula EDAR . En (A y B; 1000X) se observa los controles del
experimento mientras que para [Cy D, 400x] se muestran los cultivos experimentales con una dosis de 30ng/ml de
activina A. Nétese como en éstos, se encontraron células positivas para EDAR.

6.3.2 Citometria de flujo

El primer ensayo que se llevé a cabo para evaluar la expresion de EDAR, fue realizado en un
cocultivo de queratinocitos y células 3T3, a una dosis de 45 ng/ml con los mismas tres grupos
mencionados en la metodologia. Para este caso, el siguiente histograma muestra la expresion e
EDAR en los queratinacitos (Grafica 2)
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Grafica. 2 Citometria de flujo en cultivo de queratonaocitos y células 3T3. Histograma que muestra en rojo la gréfica
gue representa la regién negativa para EDAR, en azul la expresion basal de EDAR y en verde, la expresion del receptor
al ser estimulado con 45 ng/ml de activina A.

Comprobamos que los receptores EDAR persistian después de separar las células de la placa
de cultivo utilizando HBSS/EDTA. Se decidié hacer el experimento con dosis por arriba y debajo
de las que se habian probado, esto con la intencion de conocer si la expresion de EDAR tenia una
relacion directa con la dosis.

De manera que se hizo una curva de concentracion por triplicado con los cultivos de
gueratinocitos sobre fibroblastos 3T3, en donde se administraron cuatro diferentes dosis de
activina A. En los tres ensayos observamos el mismo patron de expresion, donde un porcentaje
de los queratinocitos expresan EDAR de manera basal en el grupo control de compensacion que
no fue estimulado con actibvina A, y que dicho porcentaje se mantiene en el mismo rango en las
concentraciones de 5 y 50 ng/ml de activina, sin embargo, cuando incrementamos la
concentraciéon a 100 y 250 ng/ml la proporcién de células EDAR positivas se incrementa
considerablemente con respecto al resto de los grupos experimentales y el control (Grafica 3).
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Grafica 3. Porcentaje de queratinocitos EDAR +. Gréfica representativa que muestra una tendencia a presentar una
mayor expresion del receptor en las dosis altas, en este caso la dosis de 250ng/ml de activina A propicio dicho
comportamiento.

Cuando evaluamos en esta serie de experimentos la expresion de EDAR mediante la Media de
Intensidad de Fluorescencia (MIF) observamos nuevamente la misma tendencia en que en las
dosis de 100 y 250 ng/ml de Activina A, los queratinocitos obtenidos de biopsias de piel
incrementan la intensidad de su expresion. Por lo que en las siguientes repeticiones se decidid
utilizar Gnicamente estas dos dosis.
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Grafica 4. Media de Intensidad de Fluorescencia (MIF) de los queratinocitos EDAR +. Nétose como las expresiones
mas altas de EDAR se vuelven a presentar en las dosis més altas.
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Con la finalidad de demostrar si la estimulacién con estas dosis de activina es capaz de inducir
un incremento no solo en el porcentaje de células EDAR positivas, sino también en la intensidad
de su expresion decidimos repetir dichos experimentos, esta vez se usaron queratinocitos
neonatales de la linea celular SCCEO20 de Millipore,

Para el porcentaje de células, y tomando en cuenta a toda la poblacion de ensayos, podemos ver
como las desviaciones estandar son muy grandes y como entre tratamientos se sobrelapan, lo
cual nos indica en una primera impresién que no hay diferencia entre las dosis. Con el fin de
respaldar dicha premisa, se le realizé una prueba de ANOVA de una via, con un valor de F= 1.33
y un valor de p= 0.31 bajo una significancia de 0.05, con lo cual no se pudo asumir diferencias
entre los tres grupos. [Gréafica 5).
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Grafica 5. Porcentaje de queratinocitos neonatales EDAR +. Para este caso, y de acuerdo a un ANOVA de una via, el
porcentaje de queratinocitos que presentan EDAR no es diferente significativamente entre las diferentes dosis.

Es de notar que el resultado no significativo en el porcentaje de células EDAR+ también pudo
haber sido debido a que los queratinocitos neonatales de la linea SCCEO20 al no estar en
presencia de ceélulas alimentadoras carecen de las sefiales dérmicas, no cumpliendo con la
condicién sefialada por Laurikkala [2002) en donde enuncia que la activina no puede inducir la
expresion del receptor de ectosdisplasina A1 cuando estdé como epitelio aislado, sin
meseénquima.

En contraste, cuando se analizé la intensidad con que se expresé EDAR en esta serie de cultivos
de queratinocitos, observamos que a diferencia de los queratinocitos aislados de la epidermis,
esta poblacién celular muestra un menor incremento en la expresion de EDAR, sin embargo,
mediante una prueba de ANOVA con un valor de F= 7.6, valor de p= 0.0116 y una significancia
de 0.05 se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos. Mediante una
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comparacién multiple de Tuckey encontramos que solo la dosis de 250 ng/ml exhibe diferencias
significativas con respecto a la expresion observada en el grupo sin estimulacién con activina A.
En la gréafica B, se ilustran las desviaciones estandar y se observa como la desviacién de los
qgueratinocitos sin activina y la de la dosis de 250 ng/ml no se traslapan, ya que son las que
presentan realmente una diferencia significativa en cuanto a la intensidad con que se expresa
EDAR.
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Grafica 6. Media de intensidad de fluorescencia (MIF) para los queratinocitos neonatales que expresaron EDAR.
Ndétese como aparentemente existen diferencias entre tratamientos. De acuerdo a un ANOVA resultd si haber
diferencias significativas entre tratamientos (F= 7.6, p=0.0116 , o= 0.05). Mediante la prueba de Tukey se encontrd
Unicamente diferencias significativas en la MIF en el tratamiento con la dosis de 250ng,/ml con respecto al tramiento
sin activina.

Con lo anterior, demostramos que la dosis que estimula un mayor incremento en la intensidad
de la expresion es la de 250 ng/ml.

De esto modo podemos afirmar que tanto los queratinocitos aislados de la epidermis como los
gueratinocitos de la linea celular son susceptibles al efecto de la activina A. No obstante
observamos una mejor respuesta en cuanto al porcentaje de células en el cultivo primario, o
cual podemos atribuirlo a que cuando se aislaron los queratonaocitos de las biopsias de piel, se
recupera una suspension celular heterogénea constituida no solamente por queratinocitos
basales ([células amplificadoras) sino también algunas poblaciones de células madre
epidérmicas, ya que de acuerdo al grosor y a la localizacion anatomica de donde se obtuvo la
biopsia de piel pudimos haber disgredado piel con foliculos pilosos y glandulas mostrando una

59



curva muy clara. Mientras que para los cultivos de los queratinocitos de la linea celular, se trata
de queratinocitos adultos, donde mayoritariamente son células amplificadoras que conforman
una poblacion homogénea.

A continuacion se muestran el histograma donde aparecen los tratamientos de los cultivos de
gueratinocitos neonatales que resultaron presentar diferencias significativas en cuanto a la
Media de intensidad de Fluorescencia, el tratamiento sin estimulacion de activina A y el
tratamiento estimulado con una dosis de 250ng,/ml (Grafica 7).

CONTROL EDAR -
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SIN ACTIVINA
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Grafica 7. Histograma comparativo entre los queratinocitos con una Media de Intensidad de Fluorescencia
estadisticamente diferente. En rojo, la gréafica de la region negativa para EDAR, en azul, la gréfica de la expresion basal
de EDAR y en verde la expresién con una dosis de 250ng,/ml. Nétese como la gréfica verde se desplaza a la derecha
con respecto a la azul, y en la parte inferior derecha muestra una pequefa poblacién que expresa intensamente a
EDAR.
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Los resultados concuerdan con los encontrados por Laurikkala y cols. (2002) que demaostraron
que de varias moléculas, sblo la activina A promovia la expresién de EDAR siempre y cuando el
epitelio estuviera acompafiado de tejido mesénquimal, ya que en el epitelio aislado el efecto de la
activina A se veia suprimido. En este caso, nuestros resultados son pararelos a este trabajo en
el sentido de que si se presentd un aumento en la expresion de EDAR por la estimulacion con
activina A, sin embargo es importante notar que Laurikkala y cols. trabajaron con explantes de
piel completa [epitelio y mesénquima presentes) durante el desarrollo embrionario en modelos
experimentales de ratdn, mientras que en este caso, trabajamos con cultivos celulares de
gueratinocitos humanos adultos, en donde para los cultivos primarios de queratinocitos, la
células alimentadoras subyacente pudieron representar al tejido conjuntivo [ o mesénquimal
durante el desarrollo embrionario), sin embargo para los cultivos secundarios que no
necesitaron de la monocapa de células 3T3, la condicién de Laurikkala no fue satisfecha. Lo
anterior pudiera explicar porque la tendencia de EDAR a aumentar su expresioén es mas clara en
los cultivos primarios tanto en la proporcién de queratinocitos positivos a EDAR como en la
intensidad con que este receptor se expresaba mientras que en los cultivos secundarios de
gueratinocitos, icha tendencia solo se mostrd ser evidente en cuanto a la inetsnidad de
expresion del receptor. Por otro lado, a pesar de que Laurikkala y cols. utilizaron una dosis més
elevada por un menor tiempo de exposicidn, nuestros resultados sugieren que a menores dosis
y durante un mayor tiempo de tratamiento la estimulacion de la expresion de EDAR también se
presenta.

Con respecto al trabajo de Nakamura y cols (2003), ellos también cultivaron explantes de piel
murina embrionaria sin embargo no pretendian demostrar gue la activina fuera un promotor de
la expresion de EDAR, més bien querian evidenciar el papel fundamental que tiene la activina y la
folistatina durante el desarrollo del pelo en ratones. Nosotros manejamos el mismo tiempo de
exposicion que ellos, y utilizamos dosis mayores a las que ellos paltearon (30ng/ml). Para
Nakamura y cols. la activina A es un inhibidor del desarrollo de los foliculos en el pelo,
considerandolo como antogonista de la folistatina que acelera la morfogénesis del pelo murino.

El trabajo de Matzuk vy cols. (1995) también respalda la funcion elemental de la activina A en el
desarrollo de bigotes y vibrisas en ratdn. En este caso, ellos trabajaron con ratones en desarrollo
deficientes de activina A observando todas las deficiencias que la ausencia de la activina A
provocaba.

Aunque estos dos Ultimos trabajos no se hayan enfocado a estudiar si la activina A induce la
exprese de EDAR, han contribuido a demostrar la funcidn importante que tiene ésta en el
desarrallo del foliculo, incluso en el del diente.

Lamentablemente no hay més estudios que se hayan encargado de investigar més acerca de la
promaocién de la expresion de EDAR por parte de la activina A. Escasos estudios como los
realizados por Kere et al, 1996, Srivastava et al, 1997 y Bayes et al, 1998 han visto la expresion
de EDA en la etapa adulta tanto en humanos como en ratones, desafortunadamente la expresion
de EDAR no ha sido contemplada ni en humanos ni en ratones en la etapa adulta de acuerdo a lo
citado por Mikkola 2003.
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Existen otros trabajos mas en donde han desarrollado modelos experimentales deficientes de
EDA, evaluando si la administracion exogena del ligando, puede mejorar o revertir las
consecuencias de esa deficiencia, puesto que el receptor de EDA no se ve afectado. Otros
manejan modelos en donde se sobre expresa EDA-A1 y obtienen apéndices cutaneos extras.
Incluso han llevado al cabo la administracion de EDA /7 vivo en ratones prefados, inyectando el
ligando en el tiempo y forma para poder lograr a téermino el desarrollo del apéndice en cuestion.

Por el contexto escaso de literarura, la importancia del presente trabajo radica en que es un
estudio de cultivo de células en etapa adulta y provenientes de humano, ningin trabajo se
encuentra registrado que se enfoque en la promocion de la expresion de EDAR postnatalmente.

Lo que se intentod con los cultivaos fue aumentar esa expresion y posiblemente inducir la expresion
en aquellos otros que estén en posibilidad de expresario y no estén comprometidos hacia otros
destinos, ya que de acuerdo a Mou y cols (2006] existen tres estados de expresion para EDAR,
1] aquellas células cuya expresién es indetectable y que probablemente seran excluidas del
destino folicular, 2] aquellas con moderada expresion que pueden permanecer competentes
para asumir cualquier destino y 3) aquellas con alto nivel de expresion que estan comprometidas
con un destino folicular. De esta forma, con la presencia de EDAR en los queratinocitos puede
darse la unién con su ligando y posiblemente formarse placodas si se tiene las condiciones y
moléculas necesarias que podrian diferenciarse a alguno tipo de apéndice. La presencia de
EDAR es fundamental para tal hecho, ya que aun administrando exégenamente grandes
cantidades de EDA A1 es necesario la presencia de su receptor, mismo que se puede
administrar como tal, pero si estimular, de manera que el objetivo Ultimo es poder desarrollar un
constructo que presente apéndices cutaneos.

Finalmente, la propuesta de trabajo seria tomar la variable tiempo de exposicion de los
tramientos con la dosis de activina A para conocer si ésta también tiene una relacion directa con
la expresion del receptor de EDA-A1.
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7. CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados podemos concluir que tanto en los queratinocitos obtenidos de un
cultivo primario, como aquellos de un cultivo secundario de queratinocitos humanos adultos
presentaron un aumento en la expresién de EDAR al ser estimulado con activina A.

La expresion de EDAR fue dosis dependiente para el caso de los queratinocitos cultivados con
3T3 posiblemente debido a la heterogeneidad del cultivo; mientras que para los Ultimos
experimentos con queratinocitos de la linea celular definieron como la mejor dosis para
promover la mayor intensidad de la expresion de EDAR la dosis de 250 ng/ml de activina A

La expresion de EDAR se logré evaluar mediante citometria de flujo considerando el porcentaje
de queratinocitos positivos para EDAR vy la intensidad con éstos lo expresaban.

Este trabajo pretende sentar las bases para poder lograr el objetivo Gltimo que es desarrollar un
constructo cutaneo con apéndices, los hallazgos que encontramos son valiosos al ser originales
dado que no hay estudios precedentes que se enfoquen a la expresiéon del receptor de
ectodisplasina A1 en etapa adulta y mucho menos en humanos. Consideramos que al demaostrar
gue en efecto, la activina A si induce la expresion de EDAR en queratinocitos adultos posibilita
una forma alterna de cubrir la necesidad de los pacientes con guemaduras o algin problema en
gue los apéndices cutdneos se vean afectados.
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