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RESUMEN

La reparacion de la piel es un proceso muy complejo coordinado por una serie de
sefalizaciones moleculares estimuladas por la liberacion de citocinas y factores de
crecimiento por parte de células del tejido epidérmico, como los fibroblastos, que
cumplen la funcion de re-estructurar la matriz extracelular mediante la degradacion
y depdsito de proteinas que permitan procesos como la migracion celular,
proliferacion y con ello la reconstruccion del tejido.

La interrupcion del proceso de reparacion genera heridas cronicas dificiles de sanar
por si solas. Frecuentemente las heridas que no sanan se estacionan en la
transicion entre las fases de inflamacion y proliferacion provocando que la re-
epitelizacion de la herida quede incompleta. La cicatrizacion es el producto final del
proceso de reparacion comun de los mamiferos y se caracteriza por la formacién
de un tejido fibrético rico en colagena, que muchas veces resulta disfuncional y anti-
estético. En ambos casos, la generacidon de heridas cronicas y cicatrices
hipertréficas puede generar diferentes tipos de impacto a la salud.

El objetivo de la ingenieria de tejidos es la busqueda de materiales con diferentes
caracteristicas quimicas, fisicas y biolégicas, que tengan la capacidad para soportar
el crecimiento celular y al mismo tiempo favorezcan procesos de reparacion y
regeneracion.

Las células troncales derivadas de tejidos adultos son un recurso de gran potencial
dentro del area de la medicina regenerativa y la ingenieria de tejidos, gracias a sus
propiedades para auto-renovarse y diferenciarse a distintos linajes celulares que
permiten la regeneracion y el re-establecimiento de la funcionalidad de 6rganos y
tejidos dafiados.

La multipotencialidad de las células troncales mesenquimales (MSC) y su capacidad
para acelerar el proceso de reparacion de diferentes tejidos a través de la secrecién
de factores de crecimiento y su transformacion directa a ciertos tipos celulares se
ha demostrado en numerosas investigaciones. En la ultima década el tejido adiposo
se convirtié en un recurso biolégico muy conveniente pues hasta hace pocos afios
se consideraba como un “tejido de desecho” proveniente de cirugias estéticas.
Recientemente se dio a conocer su potencial terapéutico gracias a la abundancia
relativa de MSC que contiene en comparacién con la médula d6sea, que
representaba la principal fuente de ADMSC (por sus siglas en inglés células
troncales mesenquimales derivadas de tejido adiposo).



La piel porcina es un recurso que ha sido utilizado frecuentemente en el tratamiento
de heridas y quemaduras en la piel, pues otorga una barrera temporal que protege,
hidrata y previene infecciones. Recientemente el grupo de investigacion del Dr.
Sanchez-Sanchez, utilizé piel porcina radio-esterilizada como andamio dentro del
area de ingenieria de tejidos y determinaron que es capaz de mantener la
proliferacion y viabilidad de células ADMSC. Este hecho se puede atribuir a la
similitud que tiene con la piel humana en cuanto a la composicion de la matriz
extracelular compuesta principalmente por colagena I, sin embargo no hay estudios
que lo soporten.

El objetivo de este trabajo fue generar un cocultivo de ADMSC vy fibroblastos
empleando piel porcina radio-esterilizada como andamio para evaluar el efecto de
su interaccidn sobre la liberaciéon de factores de crecimiento y la expresion de
proteinas de matriz extracelular. Los resultados sugirieron que la PPR tiende a
regular la produccion del RNAm de Col I, Col Il modificando su proporcion, ademas
estimula la liberacién de VEGF, EGF y FGFb. Sin embargo es necesario realizar un
mayor numero de los experimentos para confirmar los resultados aqui presentados.



ABSTRACT

Skin wound healing is a dynamic and complex process which evolves at different
phases and is highly regulated by molecular and cellular pathways. Epidermal cell
populations like fibroblasts, for example, interact with cytokines and growth factors
delivered to the injured area letting the activation of signaling cascades to remodel
the extracellular matrix (ECM). Fibroblast is capable of degrading and producing
distinct proteins in order to provide an environment which allows migration,
proliferation and angiogenesis.

When the normal wound healing progression through the different phases is
disturbed, the wound may become chronic. Frequently non-healing wounds remain
in a transition state between inflammation and proliferation phases while remodeling
phases become impaired. Scarring is the final point of typical mammals healing and
represents a fibrinogenous tissue rich in collagen. Even though scaring can result in
useless and anti-aesthetic tissue. In both cases, chronic wounds and scaring tissues
can generate significant health issues.

Engineering tissue combines alternative materials with a particular chemical,
physical and biological characteristics to create scaffolds that support cell growth
which promotes repair and regeneration processes. An ideal scaffold should
possess excellent biocompatibility, biodegradability, and suitable mechanical
properties.

Somatic stem cells represent an excellent resource for regenerative medicine and
engineering tissue development. This is due to their remarkable capacity for self-
renewal, as well as their ability to differentiate along multiple cell lineages
maintaining the capacity of adult tissues to be replenished as a part of the normal
process of homeostasis and repair in response to injury.

The multipotency of mesenchymal stem cells have shown effectiveness in
enhancing the regeneration and repair of different tissues types by upregulating
multiple growth factors and directly differentiating into particular cell types
contributing to healing. Adipose-derived stem cells (ADSC) are a particularly
attractive type of adult stem cell because this tissue is routinely discarded from
liposuction procedures which are also relatively non-invasive and low risk.
Furthermore, ADSC are easily harvested from the stromal vascular fraction obtaining
higher yields compared to bone marrow.

Pork skin has been used as a protective barrier while keeping hydration which helps
prevent infections. Recently Sanchez S. and his team proposed using pork skin that
has been radio-sterilized like a scaffold to support ADMSC due to its capacity to
maintain their viability and to promote proliferation. Leading to the hypothesis that
the high similarity between pork and human ECM composition (mainly by collagen
type 1) plays an important role, although there is not an official scientific report on it.



The objective of this project was to generate an ADMSC and fibroblast co-culture,
using a scaffold of radio-sterilized pork skin to evaluate the release of growth factor
and the ECM-related protein expression. The results suggested PPR is regulating
collagen | and Il mMRNA expression, modifying the proportion between them (against
the control group) while stimulating VEGF, EGF and bFGF secretion.

In conclusion, it is necessary to run additional experiments to support the results
presented in this project fully.



1.INTRODUCCION

1.1 ESTRUCTURA Y FUNCION DE LA PIEL

La piel es un 6rgano complejo dinamico compuesto por diferentes tipos de células
y estructuras especializadas. Es el érgano mas extenso, en el ser humano adulto
tiene en promedio un area de 2 m?, su peso varia entre 3 y 4 kg; y su grosor
promedio es de 4 mm. Recubre toda la superficie y es continua con la membrana
mucosa de los sistemas respiratorio, digestivo y urogenital-2.

La piel esta constituida por dos capas superpuestas que de la superficie a la
profundidad son: la epidermis que deriva del ectodermo, la dermis de origen
mesodérmico y entre la dermis profunda y la fascia (tejido conjuntivo), se encuentra
el tejido subcutaneo o hipodermis que dependiendo del autor se considera o no
parte de la piel'34. La piel posee anexos cutaneos especializados que comprenden:
los foliculos pilosos, las glandulas sebaceas y sudoriparas (ecrinas y apocrinas) que
en conjunto constituyen el sistema tegumentario®.

La epidermis es la capa mas delgada de la piel, dependiendo del sitio anatomico
mide entre 0.1 mm en los parpados y hasta 1 mm en las palmas de las manos y
plantas de los pies mientras que la dermis mide entre 2 y 8mm (en los parpados es
muy delgada y en la espalda es muy gruesa) [Fig.1] 4-5.

La piel cumple varias funciones relacionadas con su constitucion de interfase entre
el medio interno y el externo:

e Actua como barrera protectora contra agentes fisicos, quimicos y bioldgicos
del medio externo. Esta barrera es semi-permeable para sustancias
hidrofilicas e hidrofobicas lo que permite que el cuerpo humano sea un
sistema abierto que interactua y reacciona con el medio externo.

e Provee de una eficaz proteccion contra la radiacion ultravioleta mediante la
produccion de melanina, que funciona como una barrera fisica protectora que
rodea al nucleo y dispersa los rayos ultravioleta reduciendo su absorcion por
la epidermis.

e Previene la deshidratacion evitando la salida de liquido tisular manteniendo
el equilibrio hidroeléctrico.

e Actua como termorregulador mediante diferentes mecanismos que incluyen:
la secrecion de sudor, lo que propicia una disminucion de la temperatura, la



pilo-ereccidén que permite que una delgada capa de aire caliente permanezca
en la superficie cutanea y la regulacion del paso de sangre por el lecho capilar
dérmico ya sea la vasoconstriccion o vasodilatacion.

Es un drgano inmunolégicamente activo, pues procesa sustancias
antigénicas que se le presentan y genera respuestas locales y sistémicas.
Transmite informacion sensitiva acerca del medio externo al sistema
nervioso, gracias a la presencia de mecanoreceptores y terminaciones libres
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Figura 1. Micro-anatomia de la piel. La estructura primaria de la piel estda compuesta por la
epidermis, que es un epitelio estratificado plano cornificado que se renueva constantemente. La
dermis compuesta por tejido conjuntivo denso altamente vascularizado, dentro de la cual se
distinguen dos capas: la papilar, que dentro de sus funciones se encuentra el aportar nutrientes a la
capa epidérmica y la reticular, que corresponde a la dermis profunda rica en colagena y otras
proteinas de matriz extracelular que otorgan sostén y resistencia a la piel. La hipodermis es el tejido
subcutaneo de origen adiposo y presenta grosores muy variables. Los derivados epidérmicos de la
piel incluyen: Foliculos pilosos y pelo, glandulas sudoriparas y sebaceas y ufias (no se muestran) que
en conjunto constituyen un érgano muy complejo capaz de permitir la interaccién del organismo
interno con el ambiente externo.

Ross and Pawlina, 2015, Histologia atlas y texto



1.1.2 LA EPIDERMIS

La epidermis es un epitelio plano estratificado en renovacion constante que forma
una capa cornea que otorga resistencia, es un tejido avascular que obtiene sus
nutrientes a través de la dermis.

El 90% de la epidermis esta constituida por células epiteliales llamadas
queratinocitos, que tienen la particularidad de transformarse progresivamente al
migrar a través de diferentes estratos (cornificacion) organizadas en cinco niveles
denominados: basal, espinoso, granuloso, lucido y corneo. El estrato lucido esta
presente unicamente en zonas de piel sometida a procesos de abrasién continua
(palmas de las manos y plantas de los pies) [Fig.2] 72.

El estrato basal, es la capa mas profunda y establece una sélida unién con la
dermis subyacente a través de la membrana basal a la cual se encuentra anclada
mediante hemidesmosomas y adhesiones focales (uniones entre células y ECM).
Esta compuesta por células con diferentes capacidades proliferativas® dentro de las
cuales encontramos a las células troncales epidérmicas, que poseen una alta
capacidad proliferativa aunque sus ciclos celulares son generalmente largos (de 50-
200 horas)?, por lo que se dividen infrecuentemente. Se localizan en diferentes
areas del estrato basal (como en el bulbo del foliculo piloso), las células troncales
epidérmicas tienen la capacidad de responder ante la liberacion diferentes factores
de crecimiento liberados por el células del tejido cuando éste se ha dafado y asi
migrar y acelerar su crecimiento para regenerarlo™®.

Como producto de la division asimétrica de las células troncales epidermales, se
originan dos células hijas, una de ellas conservara las caracteristicas de troncalidad
mientras que la otra poseera una capacidad proliferativa limitada, a éstas se les
conoce como células amplificadoras transitorias que son las responsables del
mantenimiento y crecimiento del epitelio pues se dividen con mayor frecuencia®.

El mecanismo de estratificacion de la epidermis aun no se ha dilucidado
completamente, sin embargo una de las teorias explica que las células epidermales
usan su polaridad para realizar una division mitética en direccidn paralela a la
membrana basal y de esta manera una de las células hijas es empujada hacia el
estrato suprayacente y con ello pierde su capacidad proliferativa para comenzar su
periodo de diferenciacion a través del paso por los sustratos suprayacentes
(proceso que tarda generalmente alrededor de 28 dias), mientras que la célula hija
restante permanecera en la capa basal para continuar con el proceso'".

Las células basales se caracterizan por su forma cuboidal, su nucleo es prominente
con poca heterocromatina marginal, se encuentran unidas entre si a través de



desmosomas, presentan vacuolas que contienen melanosomas pigmentados
transferidos por los melanocitos que se encuentran intercalados entre ellas. En este
estrato también encontramos células de Merkel que son mecanoreceptores muy
importantes que se retomaran mas adelante®

El estrato espinoso, esta formado de 5 a 10 capas de queratinocitos que son mas
grandes que en el estrato basal, tienen forma poliédrica y nucleos mas grandes y
redondos*. Ademas de su apariencia espinosa dada por la presencia de
evaginaciones citoplasmaticas que permiten la unidén célula-célula a través de
desmosomas, las células que constituyen esta capa contienen cuerpos lamelares
o de Odlan, que son estructuras ovoides de 100-200 nm provenientes del Golgi y
contienen enzimas hidroliticas, inhibidores enzimaticos y laminas lipidicas formadas
por fosfolipidos, glicosilceramidas y colesterol, las cuales liberaran su contenido en
los estratos suprayacentes como precursores de la formacién de la barrera de
permeabilidad, cuya funcion es evitar el paso de liquido intersticial desde el medio
interno hacia el medio externo, con lo que se evita la deshidratacion. Esta barrera
también impide el paso de moléculas y compuestos hidrofilicos desde el exterior,
mientras las moléculas de naturaleza lipidica, como las hormonas esteroideas,
facilmente penetran en la piel®S.

Las células espinosas mas superficiales aumentan de tamario y se adelgazan en un
plano paralelo a la superficie donde los nucleos también se alargan en lugar de ser
redondos*1°.

El estrato granuloso, es la capa mas superficial de la porcion no queratinizada y
viable de la epidermis. Esta constituida de 1-3 capas de queratinocitos aplanados
cuyos nucleos son ovoides y de abundante heterocromatina. Contiene numerosos
granulos densos de queratohialina que poseen proteinas como la pro-filagrina.
Conforme los queratinocitos van siendo desplazados hacia la superficie cérnea, los
queratinosomas crecen, se acercan al polo apical de la célula y se fusionan con la
membrana plasmatica; vierten su contenido en los espacios intercelulares entre las
capas granulosa y cérnea y por escision enzimatica se genera la filagrina, proteina
matricial de los corneocitos que retrasa la pérdida de agua®21°,

El punto final de la cornificacion es un queratinocito muerto, con diferenciacion
terminal llamado corneocito. Carece de nucleo por la activaciéon de endonucleasas,
enzimas muy eficientes que degradan proteinas, ADN y ARN, sin embargo los
queratinocitos apoptoticos se retraen antes de ser fagocitados por las células
vecinas, mientras que se aplanan y se integran en la capa cornea.

El espacio extracelular esta formado por agua y lipidos provenientes de los cuerpos
lamelares que liberan su contenido a través de su fusion con la membrana



plasmatica permitiendo la formacidén de entrecruzamientos proteicos a lo largo de la
membrana interna de los queratinocitos®'°.

El estrato corneo esta formado de 18 a 21 filas de células, es la capa de espesor
mas variable pues se torna mas gruesa en los sitios sometidos a un desgaste mayor,
como ocurre en la formacion de callos en las palmas de las manos y en los pulpejos
de los dedos®, dando origen a un quinto estrato, el estrato licido, ubicado
inmediatamente por debajo del estrato corneo, y por su naturaleza es considerado
una subdivision del estrato cérneo.

Bajo condiciones basales, los queratinocitos requieren alrededor de 2 semanas para
perder su nucleo y aproximadamente 2 semanas mas para ser desplazados del
estrato cérneo, proceso llamado descamacion.

Figura 2. Fotomicrografia de un corte histolégico de la planta de un pie tefiida con H&E. Esta imagen
muestra las capas de la piel gruesa, se ve la epidermis (Epi) que contiene un estrato cérneo (SC) muy grueso.
Se observa también el resto de los estratos de la epidermis (excepto el estrato lucido) el estrato basal (SB),
el estrato espinoso (SS) y el estrato granuloso (SGr). Se puede observar a la izquierda un conducto de
glandula sudoripara (D) que atraviesa la dermis (Derm) para después seguir un trayecto a través de la
epidermis. Se pueden observar los brotes epidérmicos en profundidad conocidos como crestas interpapilares
y también las protusiones de tejido conjuntivo o papilas dérmicas. Debe tenerse en cuenta también la mayor
celularidad de la dermis papilar (PL) y que los haces de fibras colagenas de la dermis reticular (RL) son mas
gruesos que los de la dermis papilar. 65 X.

Pawlina y Ross, 2015, Histologia Atlas y texto

1.1.3 UNION DERMOEPIDERMICA

El limite fisico entre la dermis y la epidermis esta establecido por la membrana basal
que es una capa poroso semi-permeable que permite el intercambio de nutrientes y
fluidos entre los dos tejidos.



La membrana basal da soporte a la capa epidérmica, regula la adhesion celular, la
sefalizacion que media el movimiento y crecimiento de queratinocitos y fibroblastos,
determina la polaridad de crecimiento y la organizacion del citoesqueleto de las
células basales'?13.

Se pueden distinguir dos zonas que la conforman: la lamina lucida y lamina densa.
Las células basales de la epidermis se encuentran ancladas débilmente a la
membrana basal lucida mediante hemidesmosomas y esta compuesta por proteinas
como fibronectina, nidégeno, integrina a6B4 y laminina 332 (laminina 5 en la
nomenclatura antigua) que forman microfilamentos que se conectan a través de los
desmosomas con la lamina densa subyacente compuesta por colagena IV, V vy
laminina 111213,

La union dermoepitelial exhibe un contorno muy irregular (excepto en los parpados),
tiene una forma ondulada resultado del aumento del tejido epidérmico y su
proyeccion dentro de la dermis (crestas epidermales) y el tejido conjuntivo laxo que
queda entre ellas recibe el nombre de papilas dérmicas® [Fig.1], estas
interdigitaciones son las responsables de la formacién de las huellas dactilares y los
diferentes patrones en las palmas de las manos y las plantas de los pies?.

1.1.4 LA DERMIS

La dermis es un sistema de fibras, flamentos y tejido conectivo amorfo cuya
sustancia fundamental contiene glucosaminoglucanos y mucopoliscaridos acidos,
alberga una gran cantidad de nervios y redes vasculares que proveen nutricion y
soporte a la epidermis. El componente celular mas abundante son los fibroblastos
aunque también encontramos macréfagos y mastocitos, y como respuesta a
diferentes estimulos, podemos observar también células plasmaticas y leucocitos?.

De acuerdo al grosor de las fibras de colagena, la celularidad y la vascularidad
presentes en ellas, este tejido se divide en dos partes: la dermis papilar y la dermis
reticular, que se encuentra dividida fisicamente por el Rete subpapiliare que se
refiere a un plexus vascular entre ambas capas®.

La dermis papilar es una delicada y desorganizada red de fibras delgadas de
colagena tipo |, lll y fibras elasticas inmaduras secretadas por fibroblastos inmersos
en la matriz, ademas esta compuesta por una gran cantidad de matriz intersticial
constituida por acido hialurénico y proteoglicanos* 4.

La dermis reticular consiste en una red paralela a la superficie de la piel de tejido
conectivo denso irregular, formado de gruesos haces de colagena |, Ill y en menor
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cantidad V y fibras de elastina duras. Esta red, presenta un menor contenido celular
y se extiende desde la base de la zona papilar hasta la hipodermis limitada por el
plexus vascular rete cutaneum y su espesor varia dependiendo de la superficie
corporal’515,

Los elementos que rellenan los espacios entre las fibras principalmente son:
mucopolisacaridos, proteoglicanos e hialuronato. Estos componentes extrafibrilares
proporcionan propiedades de hidrogel a la dermis, lo cual facilita el movimiento de
fluidos, moléculas y células inflamatorias, asi como resistencia a la compresioné.

1.2FIBROBLASTOS Y SU IMPORTANCIA COMO PARTE DE LA PIEL

Los fibroblastos fueron descritos hace mas de 50 afos, se definen por su morfologia
estrellada y elongada, tienen la capacidad de crecer en monocapa y migrar sobre la
superficie'®-"° [Fig.1]. Morfolégicamente se caracterizan por presentar un nucleo
ovalado que contiene uno o dos nucledlos, un extenso reticulo endoplasmico
rugoso, un prominente aparato de Golgi y una gran cantidad de material
citoplasmatico granuloso'®2°.

Los fibroblastos son el tipo celular mas comun del tejido conjuntivo, otorgan
estructura a traveés de la secrecion de moléculas de matriz extracelular (ECM) como:
colagenas, proteoglicanos y glicoproteinas, propias de los diferentes érganos vy
tejidos en los que se encuentren'. Son en gran parte responsables del
mantenimiento y remodelacion de la ECM a través de la secrecion de una mezcla
de moléculas bioactivas (factores de crecimiento, citocinas y quimiocinas) que
regulan procesos bioldgicos complejos como el desarrollo embrionario,
envejecimiento, la reparacion de heridas o el desarrollo de enfermedades ya sean
fibréticas, cancer de piel, psoriasis, entre otras?’.

1.2.2 CARACTERISTICAS FiSICAS Y QUIMICAS DE LOS FIBROBLASTOS

- Morfologia y marcadores

Los fibroblastos se pueden originar a partir de las 3 capas blastodérmicas, sin
embargo los de origen mesenquimal son mas frecuentes y comparten muchas
caracteristicas con adipocitos, osteocitos y condrocitos lo que ha dificultado su
identificacion debido a la carencia de un marcador especifico del linaje. Una
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herramienta muy util para su reconocimiento es el empleo de el anticuerpo anti-
vimentina, que reconoce a un tipo de filamento intermedio muy abundante en
fibroblastos, sin embargo, no es una propiedad unica del linaje, pues también lo
presentan células endoteliales y neuronas’®.

Uno de los marcadores mas empleados para su identificacion es la proteina de
superficie de fibroblastos (FSP1, por sus siglas en inglés), descrita por primera vez
en 1976 por Vaheri A et al; en donde reportaron que se puede localizar ya sea
intracelularmente distribuida en el citoplasma, en la superficie celular asociada a
estructuras fibrilares, sobre el sustrato de crecimiento formando una red fibrilar que
se extiende fuera del cuerpo celular y de manera soluble en el medio extracelular??.
Aunque, afios mas tarde se reportd la presencia de ésta proteina en otros linajes
celulares (células endoteliales, musculares, plasmaticas y condrocitos). En 1995,
Saalbach A. et al; desarrollaron un anticuerpo monoclonal (MoAbs) para proteinas
de superficie de fibroblastos que desde entonces ha sido un recurso muy empleado
para el estudio de este linaje celular?® [Fig.3].

A pesar de su abundancia los fibroblastos habian sido considerados de “poca
importancia” pues se llegé a pensar que eran un grupo celular uniforme e inerte y
por ello la carencia de estudios profundos que caractericen las diferentes
poblaciones sin embargo, en la ultima década se han diversificado las
investigaciones en este sentido.

1B10 Tubulin TE-7

Figura 3. Morfologia de fibroblastos. Los fibroblastos son un linaje celular que se define por su morfologia
estrellada y elongada, tienen la capacidad de crecer en monocapa y migrar sobre la superficie. La imagen nos
muestra fibroblastos humanos cultivados en monocapa e incubados con los anticuerpos: 1B10 (FSP1), anti-
tubulina y TE-7 (anti- vimentina) cuyos antigenos se encuentran presentes en fibroblastos normales en
crecimiento.

An inmunohistochemical method for identifying fibroblasts in formalin-fixed paraffin-embedded tissue, Goodpaster T. et al., 2008.
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1.2.3 FIBROBLASTOS EN LA PIEL

La piel es un érgano heterogéneo dentro del cual se pueden distinguir areas
anatomicas con caracteristicas particulares como: crecimiento de pelo, grado de
cornificacion, espesor de la dermis, etc. Por ejemplo, el area palmo-plantar carece
de foliculos pilosos pero presenta una mayor concentracion de glandulas ecrinas y
al ser una zona de abrasion constante, los fibroblastos en estas areas influyen sobre
los queratinocitos para formar un estrato corneo hiper-queratinizado.

Esta heterogeneidad es establecida de acuerdo a las diferentes interacciones entre
el epitelio y el mesénquima especifico del sitio anatomico que es definido por los
fibroblastos residentes. Las estrechas interacciones epitelio-mesénquima’, no son
propias de la piel, se trata de un suceso de gran importancia en todos los 6rganos
epiteliales, por ejemplo: los fibroblastos del area urogenital inducen la diferenciaciéon
de epitelio de la préstata hacia precursores de la glandula prostatica, 6 aquellos
fibroblastos presentes en el metanefros que inducen la diferenciacion a nefronas en
el rindn, otro claro ejemplo, son los fibroblastos que se encuentran en la dermis
papilar y que son capaces de formar foliculos pilosos, caracteristica que se pierde
en fibroblastos que se encuentran en la capa papilar®*.

1.2.4 CLASIFICACION DE FIBROBLASTOS DERMICOS.

Se conocen como fibroblastos dérmicos (DF, por sus siglas en inglés) a aquellos
qgue forman parte de la dermis en la piel, diferentes estudios han demostrado que
se trata de un grupo celular heterogéneo que se ha clasificado en subpoblaciones
de acuerdo a diferentes criterios:

e Profundidad de la dermis (Cormack 1987)
e Origen embrionario (Le Liévre and Le Douarin, 1975)
e Expresion genética y sitios anatomicos (Chang 2002)

En este trabajo tomaremos como referencia la primera clasificacion que divide a los
fibroblastos de acuerdo a la ubicacién anatomica que ocupan dentro del tejido
dérmico.

Se ha establecido que en los primeros 0.3 mm se localiza la poblacion de
fibroblastos papilares (PF) y los préximos 0.7 mm los reticulares (RF) 2526, El cultivo
y propagacion de éstas poblaciones han demostrado que los fibroblastos residentes

Se conocen como interacciones epitelio-mesénquima a la red de comunicacién establecida entre las poblaciones celulares
ya sean homo 6 heterotipicas del epitelio y aquellas que conforman el tejido conectivo que se encuentra entre los 6rganos y
tejidos (mesénquima).
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de cada capa presentan ciertas diferencias, por ejemplo, los PF tienen la capacidad
de dividirse mas rapidamente que aquellos que componen la capa reticular 2-%7,
ademas de alcanzar una mayor confluencia pues tienen una inhibicion de contacto
parcial 6.

¢ Los fibroblastos dérmicos papilares, ocupan la zona superficial de la dermis
e incluyen aquellas células que regulan el crecimiento de pelos y del musculo
erector

e Los fibroblastos dérmicos reticulares, ocupan la parte mas profunda de la
dermis, sintetizan la mayor parte de la ECM fibrilar 24.

Las diferencias mas evidentes entre una capa dérmica y otra, se observan en la
composicion y organizacion de la ECM determinadas por las subpoblaciones
celulares que las componen.

La ECM papilar se caracteriza por ser delgada y presentar fibras de colagena tipo |
y lll poco organizadas que contrastan con las fibras reticulares de mayor densidad
y organizacion?® [Fig.4]. Estudios inmuno- histoquimicos han permitido describir a
mayor profundidad las diferencias moleculares existentes, por ejemplo: la decorina
que es un proteoglicano de la matriz se encuentra mas expresada en la capa papilar
y por el contrario microfibrillas de versicano son mas abundantes en la capa
reticular.

Componentede la Fibroblastos papilares Fibroblastos reticulares
matriz

Coladgenas Iy I11 Producidaen una proporcién Producida en un a proporcién

7
similar al de RF similar al PF L ) 8 n’";
7 oy s 9 o
K BN . Dp- : PR
Colégena Vy VI Producida Producida .’ o R < 2 & - X 0 ‘-
[ AR soge 2% G as
- : ; S EETRE ¥ L A e R XS X X8
Coldgena XII producida Producida [N A St & Q" K o S ey
BN i - 21ls. o iy S Pl
Coldgena XIV No producida en cultivo No producida en cultivo R - S - o
monocapa monocapa S b N Df % .\{;‘. g AN
5ol - o S -
s SRS [P ST
Colagena XVI Producida en altos niveles Producida en bajos niveles ﬂf ? e~ = %
R Oy 77 = ol < :
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Figura 4. Fibroblastos dérmicos y la expresion de colagenas en cultivo. La dermis se encuentra justo debajo

de la capa epidérmica (Epi) de la piel y esta compuesta por dos capas funcionales: papilar (Dp) y reticular (Dr),
conformadas por diferentes poblaciones de fibroblastos, que poseen capacidades diferentes de secrecion de

proteinas de matriz. La tabla nos muestra las diferentes capacidades de secrecion de colagena de los fibroblastos
en monocapa. La capa papilar se caracteriza por ser delgada y presentar finas fibras de colagena poco organizadas

que contrastan con las fibras densas de la dermis reticular de mayor organizacion.

Como ya se mencion¢ anteriormente los fibroblastos son importantes reguladores
de la homeostasis de los diferentes 6rganos y tejidos de los que forman parte. Esta
regulacion es posible gracias a la gran habilidad que poseen para establecer una

14



comunicacién celular eficaz y constante (ya sea con células de su mismo linaje u
otro tipo de células circundantes) y su consecuente capacidad para modificar la
matriz extracelular.

La comunicacion celular se refiere al mecanismo que permite la influencia de una
célula determinada sobre el comportamiento de otra. Es una caracteristica adquirida
por los organismos vivos desde etapas muy tempranas y que resulté indispensable
para el establecimiento de organismos multicelulares.

Independientemente de la naturaleza de la sefial, la célula blanco o receptora puede
responder gracias a la presencia de receptores protéicos, que en su mayoria son
proteinas transmembranales que se unen a la molécula sefializadora o ligando de
manera especifica.

La relacion entre la interaccion de moléculas sefializadoras y moléculas receptoras
tienen la capacidad de estimular o inhibir diferentes procesos celulares a través de
la activacion de una cascada de sefializacion intracelular que culmina con alguna
modificacion en el comportamiento de la célula receptora por ejemplo: la
reorganizacion del citoesqueleto, el crecimiento o la diferenciacion celular, la
apoptosis, etc. Estas particulares respuestas forman parte de un proceso dinamico
en el cual multiples eventos pueden estar sucediendo al mismo tiempo y su
combinacion es el resultado de procesos biolégicos complejos como el desarrollo
embrioldgico, envejecimiento, la reparacion de heridas, etc®.

1.3 MATRIZ EXTRACELULAR

La matriz extracelular consiste en una compleja red de macromoléculas tejido —
especificas que se interconectan para formar una estructura estable que otorga las
propiedades mecanicas de cada tejido. Segun Mouw JK (2014), la ECM se define
como el conjunto de todas las moléculas secretadas por las células y que son
inmovilizadas en el espacio extracelular, incluyendo factores de crecimiento,
citocinas y moléculas de adhesiéon?.

La ECM separa y mantiene la diferenciacion y homeostasis de los diferentes
organos Yy tejidos del cuerpo, determina y controla diferentes procesos celulares
como: proliferacidén, adhesion, diferenciacion, migracidén, polaridad y apoptosis
mediante la regulacion sobre la abundancia de los factores de crecimiento y sus
receptores, el nivel de hidratacion, el pH del microambiente, etc.

La ECM esta compuesta por una serie de moléculas que difieren bioquimica y
estructuralmente que en conjunto forman el matrisoma, dentro del cual al menos
se consideran 300 proteinas (43 subunidades de colagenas, alrededor de 36

15



proteoglicanos, 200 glicoproteinas) conocidas como “nucleo del matrisoma” que
corresponde a moléculas estructurales basicas que forman la ECM y representan
del 1 al 1.5% del proteoma en mamiferos®.

Dentro de éstas proteinas de matriz, la mas abundante en el cuerpo humano es la
colagena que comprende alrededor del 77% del peso seco de la piel (libre de tejido
adiposo) 2.

1.3.2 COLAGENAS

Se han identificado 29 tipos diferentes de colagena, cada una se compone por una
triple hélice de cadenas polipeptidicas de tipo a de las cuales se conocen alrededor
de 40 diferentes que dan origen a distintas estructuras supramoleculares [Fig 5].

La estructura de triple hélice de las colagenas es dextrogira, es decir, que se forma
hacia el sentido de las manecillas del reloj, cada una de las cadenas contiene uno
o varios dominios’ de repeticiones Gly-X-Y en donde X y Y pueden ser cualquier
aminoacido, aunque generalmente estos sitios son ocupados por prolina e
hidroxiprolina respectivamente y se conoce como dominio colagénico.

Algunas moléculas colagénicas ensamblan 3 cadenas a iguales (homotrimeros) y
otras estan compuestas por dos o tres cadenas a diferentes (heterotrimeros), que
determinan las propiedades mecanicas de las fibras que las contienen asi como su
asociacion con otras proteinas estructurales que resultan en la formacion de la
estructura basica de la ECM?9:33:34,

Dominio. Se refiere a una secuencia de aminoacidos especifica y conservada que se repite a lo largo de una cadena
polipeptidica, sin embargo su funciéon puede variar de una proteina a otra.
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Fig. 5 La superfamilia de las colagenas

Las colagenas se han dividido de acuerdo a su longitud, el nimero de dominios espiralados colagénicos y médulos no colagénicos y la
arquitectura de ensamblaje

Fibrilar LTV XEXXIV, XXV Forman parte de matrices fibrosas comola de la piel, el hueso,
cartilago y ligamentos

FACIT XXXV, XV XX XX XX XX Colagenas asociadas a fibras, se encuentran formando puentes
asociandoseacol l y Il

Membrana basal v Estructuras en forma de red que se encuentran asociadas a
proteinas de la membrana basal y lamininas

Cadena larga Vil Anclan fibrillas asociadas a la membrana basal
Filamentosas Vi Forman microfibrillas

Cadena corta VIII, X Forman estructuras hexagonales

Multiplexinas XIHEL XV, XX Contienen multiples dominios de triple hélice con interrupciones

que contienen glicosaminoglicanos

MACIT XU XVILXXIN Son proteinas transmembranales que contienen dominios
intracelulares

Las colagenas tipo | y Il componen el 90 y 10% respectivamente la dermis, mientras que la colagena V representa el 2% y otros tipos de
colagenas como la colagena IV, VII,XVII se encuentran de manera normal en la piel pero en mucho menores proporciones.
Mouw JK et al. 2014 , Extracellular matrix assembly: a multiscale deconstruction

Las colagenas forman una de las familias mas grandes genética, estructural y
funcionalmente. Estas proteinas se transcriben en RNA mensajeros (mRNA por sus
siglas en inglés) permitiendo la sintesis del precursor polipeptidico (cadenas a) que
contienen secuencias de reconocimiento para entrar al reticulo endoplasmico y
posteriormente al Golgi, en donde son sometidas a una serie de modificaciones
post-traduccionales que corresponden a la hidroxilacion de residuos de prolina y
lisina seguida de la glicosilacion (adicion de galactosa y glucosilglactosa) de ciertos
residuos hidroxilisina.

La formacién de residuos de hidroxiprolina a lo largo de las cadenas a es
indispensable para su correcto plegamiento pues son sitios que permiten la
formacion de puentes de hidrogeno intercatenarios que estabilizan la hélice y las
interacciones electrostaticas entre las lisinas en el espacio extracelular 333536,

Los precursores de colagena (pre-colagenas) son secretados por exocitosis
conteniendo en sus extremos las terminaciones amino y carboxilo que seran
removidos por accion de metaloproteinasas especificas, las cuales permiten la
maduracion de la colagena seguida de su alineamiento y la formacion de fibrillas en
el espacio extracelular 23334 [Fig 6].
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Figura 6. Sintesis de colagena y la formacién de fibrillas de la matriz. A) La estructura basica de la
colagena esta dada por cadenas a formadas por una serie de repeticiones Gly-X-Y (1) y los extremos
amino (N) y carboxilo (C) terminal. Las cadenas pueden ser de tipo 1 0 2 y se intercalan para originar
triples hélices ya sean homotrimeros o heterotrimeros dentro del RE rugoso(2). Después de una serie de
modificaciones post- traduccionales en el Golgi, se origina la procolagena que sera liberada al espacio
extracelular (3) Una vez fuera de la célula y por actividad de proteasas, las terminaciones amino y
carboxilo son escindidas de la molécula y se obtiene la colagena madura (4). B) Esta seccion representa
la formacién de microfibrillas, fibrillas y finalmente las fibras de colagena, mecanismo que ocurre gracias
a la actividad de enzimas lisil oxidasas que catalizan la formacién de enlaces covalentes entre moléculas
de colagena y que son estabilizados por moléculas como FACIT ( fibril-associated collagens with
interrupted triple hélices) y SLRPs (small leucine-reach repeat proteoglycans) que otorgan resistencia al
tejido. C) Representacion de la organizacion en forma de red de las fibras de colagena en la piel, basada
en el trabajo de Gibson et al. En donde también se muestra la distribucién 3D de la red.

Mouw JK et al. 2014, Extracellular matrix assembly: a multiscale deconstruction

1.3.3 Colagenas en la piel

La colagena | es una molécula heterodimérica compuesta por 2 cadenas a1 y una
cadena a2, estan codificadas por los genes: COL1A1 y COL1A2 respectivamente.
Cada cadena contiene mas de 1014 aminoacidos, su longitud aproximada es de
300nm y tiene una amplitud de 1-5 nm. Cuenta con 3 dominios: N-terminal no
colagenico (N-telopéptido), dominio central colagénico y dominio C-terminal no
colagénico (C-telopéptido). El dominio central abarca el 95% del total de la molécula.
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La colagena lll estructuralmente es un homotrimero compuesto por tres cadenas a1
codificadas por el gen COL3A1 y también la podemos encontrar en la dermis.
Contiene 129 residuos siendo un poco mas larga que la colagena |. Ambos tipos de
colagena pertenecen a la clase fibrilar 37:38,

1.3.4 Proteoglicanos

Los proteoglicanos son moléculas que se encuentran rellenando los espacios entre
las fibras de colagena, son moléculas no fibrilares que se caracterizan por poseer
un centro protéico que se une covalentemente a cadenas de glucosaminoglicanos
(GAGs) que otorgan hidratacion y lubricacién, pues son cadenas de disacaridos
cargados negativamente que facilitan la interaccion y captura de cationes divalentes
y moléculas de agua.

Los GAGs se clasifican de acuerdo a la estructura basica de carbohidratos es decir
su distribucién y densidad a lo largo de la proteina central, dentro de los principales
subtipos se encuentran: condritin sulfato, dermatan sulfato , heparan sulfato, y acido
hialurénico.

Los proteoglicanos como el versicano, agrecano, decorina, perlecano, regulan el
ensamblaje a fibras de colagena y ademas sirven como reservorios de factores de
crecimiento y junto con los GAGs estan implicados profundamente en procesos
como hemostasis, transporte y absorcién de lipidos, crecimiento y migracion celular,
desarrollo, etc?®.

1.3.5 Glicoproteinas

Como se ha mencionado anteriormente, la ECM es una red interconectada de
moléculas estructurales y no estructurales, las conexiones existentes en la matriz
corresponden a interacciones proteina-proteina y proteina-carbohidrato que en
conjunto otorgan fuerza y resistencia a la matriz.

Las glicoproteinas contribuyen a la cohesion entre los diferentes componentes
estructurales de la ECM y con las mismas células inmersas en ella, permitiendo la
unificacion de los diferentes componentes en un solo sistema. Como ejemplos de
glicoproteinas presentes en la piel podemos mencionar: fibronectina, fibrina,
laminina etc.

La fibronectina es una glicoproteina heterodimérica constituida por unidades
diméricas unidas por un puente disulfuro que forman polimeros largos organizados
en repeticiones de 3 dominios diferentes (l,Il y 11l) dentro de los cuales el dominio Ill
abarca mas de la mitad de su estructura completa.
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La fibronectina contiene sitios de union a fibrina, heparina, colagena, integrinas
entre otros dominios de la superficie celular, por lo cual es un intermediario tanto de
las conexiones entre las moléculas de la ECM asi como de las interacciones matriz-
célula. La fibronectina se puede encontrar en los tejidos como fibras insolubles pero
también de forma soluble en fluidos como la sangre.

En el caso de los fibroblastos, la fibronectina se asocia con integrinas a través del
dominio fibrilar Arg-Gly-Asp (RGD) en sitios especificos llamados adhesiones
fibrilares, que son adhesiones focales que se conectan intracelularmente con
filamentos de actina y junto con la actividad de la proteina motora miosina, generan
una tensién entre el citoesqueleto y la matriz extracelular, con lo cual las fibras de
fibronectina se estiran exponiendo una mayor cantidad de dominios de union tanto
a otras fibras como a integrinas, de esta forma el citoesqueleto de actina funciona
como estimulador de la polimerizacion de fibrina y el ensamblaje de la ECM?°.

1.4 HERIDAS CUTANEAS

Las heridas cutaneas segun Lazarus (1994), se definen como una discapacidad
anatomica-estructural y funcional de la piel, que varian en su etiologia y tratamiento.
Las heridas se pueden clasificar de acuerdo a varios criterios, uno de ellos es el
tiempo de reparacion.

Dentro de esta clasificacion podemos distinguir las heridas cutaneas agudas, que
tienen la cualidad de seguir un proceso complejo y ordenado a través del cual
restauran su integridad anatomica y funcional dentro de los primeros 5 y 30 dias
después de la lesion.

Se conocen como heridas cronicas al resultado del fracaso del proceso de
reparacion en el cual no se logra el restablecimiento anatémico-funcional del tejido,
debido a la interrupcidn del mismo por ciertos factores como una infeccion, hipoxia,
necrosis, etc. Este tipo de heridas generalmente se desarrollan en personas que
sufren quemaduras, neuropatias, insuficiencia venosa y arterial, entre otros 3940,

Los agentes causales de heridas pueden ser internos o externos. Las heridas
internas provienen ya sea por la disfuncion del sistema nervioso o inmune, o por la
falta de sangre, oxigeno o nutrientes esenciales como es el caso de enfermedades
cronicas (diabetes, arteroesclerosis, etc.). Las heridas externas son causadas por
diferentes elementos que se pueden clasificar de acuerdo a su etiologia en:
mecanicos, quimicos, térmicos, por radiacion y eléctricos.
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Otra de las clasificaciones mas empleadas es aquella otorgada de acuerdo a la
profundidad de la herida, pueden ser:

e Superficiales, cuando afectan solamente la capa epidérmica

e Parcialmente profundas, cuando la afeccién va desde la epidermis y llega
hasta la dermis ya sea papilar o que llegue hasta la dermis reticular.

¢ Profundas, se extiende desde la epidermis, la dermis, hipodermis e incluso
musculo y hueso.

La profundidad es una caracteristica empleada generalmente para determinar el
tratamiento adecuado que la persona afectada debe seguir. Las lesiones
superficiales normalmente no requieren ningun tipo de tratamiento especial, sin
embargo, debido a la naturaleza de la piel como una barrera protectora, una herida
profunda compromete su funcionalidad al volverla susceptible a procesos de
colonizacion por microorganismos patoégenos y con ello la contraccion de
infecciones que imposibiliten su restauracion por lo cual requieren de terapias de
complejidad variable*'42,

1.4.2 MECANISMO DE REPARACION DE LA PIEL

La habilidad de responder frente al dafio tisular a través de la reparacion del mismo,
es una propiedad caracteristica de todos los organismos multicelulares.

La reparacion es un proceso dinamico y complejo que involucra procesos de
inflamacion, quimiotaxis *> celular, mitosis epidermal, dermal y vascular,
neovascularizacion, sintesis de ECM y la remodelacién del tejido cicatrizante.
Involucra una serie de eventos coordinados y estrictamente controlados que se
caracterizan por ser etapas que se traslapan unas con otras [Fig.7], por lo cual
muchos de los mecanismos celulares ocurren simultaneamente:

v" Hemostasis, comienza inmediatamente después del dafio al tejido.

v Inflamacién, inicia poco después de la primera etapa.

v' Proliferacion comienza dentro de los primeros dias consecuentes y
comprende la mayor parte de la reparacion.

v" Remodelacion da lugar a la formacién de cicatrices y puede tomarse
semanas, meses e incluso anos en concluir

3 Quimiotaxis. Se refiere a la habilidad de las células para dirigir su locomocién de acuerdo a un gradiente de concentracion
de sustancias atractantes o repelentes.
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e HEMOSTASIS

La hemostasis se define literalmente como el arresto del sangrado (por su origen
del griego hemo= sangre y stasis= detencion), establece el inicio del proceso de
reparacion y como resultado de la interaccion entre plaquetas, vasos sanguineos y
proteinas adhesivas, forma un tapon que detiene el sangrado, estabiliza el tejido y
otorga una superficie adecuada para el desarrollo de las etapas consecuentes.

La disrupcion causada a los vasos sanguineos del area afectada ocasiona la
inmediata extravasacion de sangre que comienza llenando el area dafiada con
plasma y elementos celulares, especialmente plaquetas. Las plaquetas son
fragmentos citoplasmaticos sin nucleo en forma de disco derivados de
megacariocitos que contienen tres tipos de granulos:

v' Granulos a, que contienen fibrindgeno, fibronectina, PDGF y TGF-a y
moléculas involucradas en la cascada de coagulacion como el Factor V y VIII

v Granulos & que contienen ATP, ADP, calcio, histamina y epinefrina

v" Granulos X (lisosomas)

Bajo el estimulo de dafio al epitelio, las plaquetas se adhieren a la capa sub-
endotelial a través del factor von Willebrand (VWF), su adhesion es una sefial de
activacion lo cual estimula su degranulacion. Mientras que el denominado Factor Ili
(proteina transmembranal de células endoteliales y fibroblastos) se activa
fisicamente tras la disrupcion de las paredes epiteliales, lo que provoca su
exposicidn en la superficie que al entrar en contacto con la sangre forma un
complejo con elementos presentes en el fluido sanguineo (Factor Vlla) permitiendo
el comienzo del proceso de coagulacion.

La coagulacion es una cascada de activacion enzimatica en donde un grupo de
serina/proteasas ocasionan la ruptura serial de moléculas inertes presentes
normalmente en la sangre en forma de zimdégeno. La trombina es una de estas
enzimas que se encuentra al final de la cascada y es muy eficiente en la conversion
de fibrinbgeno a monomeros fibrina que se ensamblan espontaneamente para
formar una matriz de alta resistencia que corresponde al tapon primario.

El tapon primario, esta formado por colagena, plaquetas, trombina y fibronectina y
funciona como una barrera fisica que detiene la hemorragia de forma inmediata y
durante el proceso de reparacidn servira como reservorio de factores de crecimiento
y una superficie que permite la migracion celular®344.

La activacion de las células endoteliales, la degranulacién de plaquetas y formacion
del tapon primario estimulan la liberacidn de diferentes factores de crecimiento como
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PDGF (Factor de crecimiento derivado de plaquetas) y factores quimiotacticos que
estimulan la migracién de fibroblastos, queratinocitos, neutrofilos y monocitos*—4.

e INFLAMACION

La inflamacién es un proceso vital en respuesta al dafio, infeccion o trauma en
general a cualquier tejido u érgano. Una reparacion exitosa depende del correcto
transcurso de una serie de eventos que involucran una fase fluida y una celular.

La fase fluida consiste en la vasoconstriccion transitoria la cual permite la
coagulacion, seguida de la dilatacion sostenida de arteriolas, capilares y vénulas
que permiten el incremento del flujo sanguineo, seguido del aumento de la
permeabilidad de las paredes de los vasos sanguineos que dan lugar a la respuesta
celular, pues permiten que diferentes leucocitos entre ellos linfocitos atraidos por la
activacion de neutréfilos y monocitos residentes, penetren en el area afectada“.

La respuesta inflamatoria se puede dividir en dos etapas : La fase temprana con el
reclutamiento de neutrofilos y la fase tardia con la trasformacion de monocitos y el
reclutamiento de linfocitos*54.

e Fase temprana inflamatoria

Como respuesta a la previa liberacion de citocinas pro-inflamatorias (IL-1 y TNF-a)
las células endoteliales comienzan a expresar diferentes moléculas de adhesién
como ICAM-1 y E-selectina, y a través de la interaccion con diferentes integrinas
expresadas por neutrofilos que llegan por el torrente sanguineo (rodamiento) se
adhieren a la superficie del endotelio dafiado y se introducen al tejido (diapédesis).
La transvasacion de los neutrofilos dentro de los compartimentos alveolares, es una
sefial de activacion4®-%°,

La principal funcion de los neutréfilos es limpiar el area afectada a través de su
capacidad fagocitaria que elimina detritos celulares y la secrecion de proteasas que
degradan la matriz no viable como: elastasa, catepsina G, proteinasa 3, activador
plasmindgeno tipo uroquinasa y moléculas como eicosianoides, péptidos cationicos
y radicales libres derivados de la via mieloperoxidasa que funcionan como agentes
antimicrobianos cruciales para los procesos subsecuentes, pues heridas con un
desbalance bacteriano generalmente no logran sanar 4757, Adicionalmente, los
neutrofilos secretan factores como TNF-a, IL-1B e IL-6 que amplifican la respuesta
inflamatoria mediante el reclutamiento de otras células inflamatorias*®.
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-Fase tardia inflamatoria

Estudios in vitro, han demostrado que los neutréfilos tienen la capacidad de cambiar
el fenotipo y perfil de expresion de citocinas de monocitos, lo que permite su
diferenciacion a macrofagos maduros y una correcta respuesta inmune durante el
proceso de reparacion®.

Los macréfagos activados, secretan TNF-a e IL-13, ambos estimulan fibroblastos
para el depdsito de ECM, migracion y especificamente IL-1 es un factor mitogénico
y favorece la expresion de metaloproteinasas (MMPs) que degradan la matriz
colagénica, mientras suprime la expresion de sus inhibidores TIMPs (Inhibidores de
metaloproteinasas).

El ultimo grupo celular inmue en entrar al sitio de la herida en la etapa inflamatoria
son los linfocitos, que son atraidos alrededor de las 72 horas después de la lesidon
mediante la accion de IL-1, componentes del complemento y productos de la
escision de la inmunoglobulina G (1gG).

Las células inflamatorias en conjunto liberan otros factores de crecimiento como
TGF-B, TGF-a, EGF, bFGF, que permiten la migracion de fibroblastos,
queratinocitos y células endoteliales al tejido dafiado para comenzar la etapa
proliferativa que aumenta la celularidad de la herida.

e PROLIFERACION

La fase de proliferacion comienza el tercer dia después de la lesion y continua hasta
2 semanas posteriores. Es caracterizada por la migracion de queratinocitos vy
fibroblastos que secretan una nueva ECM que da estructura a la formacién del tejido
granuloso*’. Los procesos ocurridos en esta fase se explican con detalle a
continuacion.

Los primeros fibroblastos aparecen en la zona de la herida a los 3 dias atraidos por
factores como TGF-B y PDGF. Una vez en la herida, proliferan rapidamente y
producen proteinas de la matriz como hialuronano, fibronectina, proteoglucanos y
procolagenas tipo | y Ill ademas de factores como IGF-1, bFGF, TGF-3, PDGF y
KGF52,
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Las moléculas que componen la colagena |, se encuentran fuertemente asociadas
y formando fibras muy resistentes a la degradacion proteolitica por la mayoria de
las enzimas, excepto la MMP-1, que es secretada por diferentes leucocitos entre la
fase inflamatoria y proliferativa y cuya actividad degradativa es regulada por la
expresion de TIMP-1 liberado por fibroblastos estimulados por TGF-B%. Para los
ultimos dias de la primera semana, la ECM de fibrina habra sido reemplazada por
una matriz rica en colagena otorgando una superficie mas laxa que facilita la
migracion celular.

La acumulacion de fibroblastos en la matriz dérmica (fibroplasia) gracias a los
factores quimiotacticos tanto de los propios fibroblastos (CTGF) como de neutréfilos
y macrofagos mediante la secrecion de COX2 y MCP1, respectivamente, permiten
la formacion del tejido granuloso*”-%2.

El tejido granuloso esta formado por una matriz provisional generada por
fibroblastos que reemplaza la ECM de fibrina formada inicialmente, por una de acido
hialurdnico, fibrindgeno, fibronectina, colagena | y lll, ésta ultima representa del 30
al 40% de la composicion total. El tejido granuloso se encuentra altamente
vascularizado y ofrece el microambiente adecuado para la reparacion, pues posee
una alta actividad metabdlica que acelera la proliferacion celular y la sintesis de
proteinas, lactato y CO..

Bajo la influencia de TGF-f, los fibroblastos sufren un cambio de fenotipo a
miofibroblastos, que se caracterizan por expresar microfilamentos de actina
comunes como F, 3, y y particularmente a-SMA, ademas de filamentos intermedios
de vimentina, desmina, laminina, proteina acida fibrilar glial (GFAP) e integrinas
especificas®®.Estas caracteristicas adquiridas permiten la union de los fibroblastos
a fibronectina y colagena sobre la matriz para llevar a cabo la contraccion del tejido
aproximando los extremos mediante la accion ciclica de ensamblaje vy
desensamblaje de filamentos de actina’.

La maduracion del tejido granuloso se entiende como la remodelacion de la matriz
que lo compone con la finalidad de regresar al estado basal del tejido cutaneo esto
implica la reduccién de macrofagos y miofibroblastos que son eliminados por
apoptosis marcando el inicio de la siguiente etapa*®5°.

e REMODELACION

La remodelacion es la ultima fase del proceso de reparacion tisular y comprende el
periodo mas largo, comienza aproximadamente a partir del dia 21 y puede tardar en
finalizar de 1 a 2 afios, o incluso mas en algunos casos*’.
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La remodelacion comprende procesos altamente controlados de degradacion y
sintesis de proteinas; en donde finaliza la maduracion del tejido granuloso que se
refiere al término de eliminacion de los miofibroblastos asi como el reemplazo de
las proteinas que conforman la ECM. En esta etapa la colagena Il es degradada
por accion de metaloproteinasas sintetizadas por neutréfilos, macréfagos vy
fibroblastos presentes, y es reemplazada por colagena tipo |. La acumulacion de
colagena, disminuye la densidad de los vasos sanguineos y el tejido granuloso
gradualmente madura para producir una cicatriz. La colagena se deposita formando
conglomerados, que al inicio del proceso de reparacion se encuentran altamente
desorganizados, sin embargo, la nueva matriz formada cuenta con una mayor
orientacion de fibras que se traslapan unas con otras y que finalmente logran una
mayor organizacion en los etapas finales de la remodelacion, ésta caracteristica
otorga una mayor rigidez al neotejido, pues aproximadamente las fibras de colageno
ganan un 80% de fuerza en comparacién con el tejido natural*”>2,

En esta etapa de remodelacion, los queratinocitos y las células troncales epiteliales
que se encuentran localizadas en los foliculos pilosos y en la lamina basal de la
epidermis adyacente no dafiada, juegan un papel sumamente importante pues se
encargan de repitelizar el area afectada a través de su migracion desde los
extremos. Una vez cubierta el area de la herida, una inhibicion por contacto inicia la
proliferacion y diferenciacion de los queratinocitos para formar el tejido estratificado
caracteristico de la epidermis®®

HEMOSTASIS . PROLFERACION REMODELACION
INFLAMACION
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Figura 7. Reparacion de la piel. El proceso de reparacion de la piel esta coordinado por una serie de cascadas
de sefializacion celular que estimulan procesos simultaneos como: proliferacién, migracién, degradacion y
remodelacion de la matriz celular. Con motivos didacticos se puede dividir en diferentes etapas coordinadas
que se traslapan entre si y que en conjunto determinan el éxito de la reparacién del tejido.

En los mamiferos la culminacién de la reparacién origina una cicatriz compuesta por
tejido granuloso y fibroso, que presentan una baja calidad en la reconstitucion de la
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matriz que consiste en fibras densas de colagena organizadas paralelamente que
carecen de funcionalidad, en contraste con las fibras finas en forma de red
caracteristicas de la piel normal no afectada.

Dentro del reino animal ciertas especies como el ajolote y el pez cebra tienen la
capacidad de responder ante el dafio regenerando las partes afectadas, es decir
poseen un mecanismo de reparacion libre de cicatrizacion.

Uno de los mas grandes retos dentro de la biologia de la reparacion de heridas esta
enfocado precisamente en lograr inducir la regeneracion de la piel después de ser
dafiada. Una de las posibles respuestas a esta interrogante se puede encontrar
asociada al proceso de reparacion en embriones, que se caracteriza por generar
una respuesta rapida y eficiente produciendo nuevo tejido en lugar de una
cicatriz57:58

Esta habilidad de reparacion libre de cicatrizacion fue publicada por primera vez en
1970 en un estudio llevado a cabo en fetos de conejo®® y se ha confirmado en
numerosas ocasiones en diferentes organismos®’6! incluyendo humanos®?. En el
caso de estos ultimos, la dermis fetal tiene la habilidad de regenerar una matriz de
colagena idéntica al tejido original, incluyendo la formacion de los diferentes
apeéndices dérmicos como glandulas sebaceas y foliculos pilosos, capacidad que se
pierde a las 24 semanas de gestacion cuando ya se han formado las capas dermo-
epidérmicas, la epidermis ya se encuentra estratificada y presenta muchos de los
anexos cutaneos de la piel adulta, por lo cual dificiimente se puede diferenciar una
de la otra®’.

Existen muchas teorias alrededor de la capacidad de los embriones humanos para
regenerarse, inicialmente esta caracteristica se atribuyé a la naturaleza del
ambiente intra-uterino, rico en fluido amniotico, acido hialurénico y factores de
crecimiento, sin embargo esta teoria se ha refutado en diferentes experimentos por
ejemplo: el empleo de marsupiales que terminan su desarrollo fuera del utero y sin
embargo preservan la caracteristica regenerativa®3, otro experimento se llevo a
cabo mediante la exposicion de heridas cutaneas de borregos adultos a un ambiente
rico en fluido amnidtico y a pesar de ello desarrollaron cicatrices®*.

Durante la reparacion prenatal en embriones humanos, los niveles de factores de
crecimiento varian en comparacién con el adulto, por ejemplo, los niveles de PDGF,
TGF-B y bFGF son muy bajos, mientras que IGF-Il presenta niveles
considerablemente mas altos, y practicamente la infiltracion de células inflamatorias
como neutréfilos y macréfagos es nula. En cuanto a la matriz extracelular, en las
heridas fetales es rica en acido hialurénico, no hay produccion de colagena Il lo
cual permite recuperar la organizaciéon basal de las fibras de colagena | sin
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desarrollar un tejido granuloso, es decir, no hay depdsito de colagena | debido a
que los fibroblastos no proliferan a tal grado de observar una fibrosis como ocurre
en el adulto, esto se ha vinculado a la carencia de TGF-B que estimule su
diferenciacion®8:65.66,

El estudio del proceso de reparacion prenatal resulta interesante, sin embargo
tomando en cuenta las diferencias fisiolégicas entre éste y el estado post-natal
dentro de las que podemos mencionar. un sistema endocrino diferente, la
inexistente estimulacion antigénica, inmadurez del sistema inmunoldgico, un higado
no desarrollado metabdlicamente, entre otras, son caracteristicas muy evidentes
que resultan en dos sistemas incomparables.

Por otro lado, a mediados de los 90s diferentes investigaciones se enfocaron en
comparar fluidos extraidos de heridas agudas y crénicas. De estos estudios, se
concluy6é que independientemente de la etiologia a nivel molecular, las heridas
cronicas comparten ciertas caracteristicas como la excesiva produccion de citocinas
pro-inflamatorias, una alta actividad de ROS y de proteasas asi como el decremento
de sus inhibidores, la deficiente actividad de factores de crecimiento y presencia de
células sencescentes, asi como la contraccion de infecciones persistentes5'.67:68,

Gracias a todas las investigaciones anteriores, actualmente sabemos que los
diferentes procesos celulares involucrados en el cierre y reparacion de una herida
cutanea, son mediados por citocinas, factores de crecimiento, proteasas vy
hormonas que construyen el microambiente adecuado para llevar a cabo una
reparacion exitosa sin embargo, un minimo desbalance en alguno de estos factores
interfiere con la restauracién del tejido con la posibilidad de originar heridas
cronicas.

1.4.4 MECANISMOS MOLECULARES DE LA REPARACION DE HERIDAS

Los fibroblastos son esenciales para el mantenimiento y la regulacién del proceso
de cierre de una herida, se encuentran involucrados en todas las etapas que lo
conforman desde la formacion de un tapdén de fibrina que evite la pérdida de
liquidos, el depdsito de una matriz celular temporal capaz de soportar la migracion
celular asi como el transito de las diferentes citocinas y factores de crecimiento
involucrados, hasta la reduccion del perimetro del area afectada a través de su
transformacion y expresion de a-SMA que permite la contraccion de la herida.
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A nivel molecular, la actividad transcripcional de genes que promueven estos
procesos celulares han recaido principalmente en la activacion de la via de TGF-[3
y Wnt que también son las mas estudiadas en este sentido.

o ViA DE SENALIZACION TGF-B

La familia del factor de crecimiento transformante 3 (TGF-3) fue descrita por primera
vez por de Larco y Todaro en 1978, quienes otorgaron este nombre a un conjunto
de moléculas secretadas por células tumorales con la capacidad de promover su
transformacion®®. Afios mas tarde, se descubrid6 que estas moléculas no eran
propias de células tumorales sino que también eran secretadas por células no
transformadas y que regulan procesos como el desarrollo y la reparacién de
tejidos’071.

TGF-B es una citocina pleiotrépica secretada por fibroblastos y células epiteliales
tejido-especificas cuya actividad depende del contexto fisiolégico. Comprende 3
isoformas clasicas 1, B2 y B3, aunque la familia completa cuenta con alrededor de
40 moléculas con estructuras y funciones similares dentro de la cual se incluye a
BMP (bone morphogenetic protein)’2. Cuando alguno de estos ligandos se une al
receptor TBRII de tipo cinasa serina/treonina, permite su interaccion con TBRI y su
consecuente fosforilacion y activacion. TPRI activado inicia una cadena de
fosforilaciones rio abajo ya sea de las proteinas denominadas Smad que regulan la
via candnica o una via no transcripcional independiente de éstas que corresponde
a la via no candnica con capacidad para activar diferentes cascadas como: MAPK,
JNK, Akt/PKB, GTPasas pequefias entre otros factores.

Las Smads son proteinas intracelulares en mamiferos se han descrito 9 diferentes
que se clasifican en 3 grupos de acuerdo a sus estructuras y funciones. Las RSmad
(receptor-activated) que incluyen las formas 1,2, 3 ,5 y 8; las co-Smad que
unicamente comprende a Smad-4 y las Smad inhibitorias que corresponden a las
formas 6y 7.

Una vez que el receptor ha sido activado, fosforila alguna de las RSmad (accion que
depende del ligando y del sitio anatomico), TGF-3 generalmente puede fosforilar a
Smad 2 6 3, provocando un cambio conformacional en la proteina que permite su
interaccidn con la co-Smad 4 para formar un complejo que se transloca al nucleo y
funciona como un regulador de transcripcidn ya se promoviendo directamente la
expresion de genes como Col1A1, Col3A1 o a través de su interaccion con otros
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factores de transcripcion, co-activadores, co-represores, etc. Por lo cual las Smads
se consideran como moléculas que integran las sefiales de otras vias’374.

La actividad biol6gica de TGF-3 ha sido estudiada ampliamente, y se sabe que tiene
efectos sobre la proliferacion, diferenciacion, produccion y remodelacion de la ECM,
quimiotaxis, produccion de factores de crecimiento y hormonas, etc™,

En la década de los 80°s se llevaron a cabo diferentes investigaciones en torno a la
implicacion de TGF-B y la reparacion de heridas en donde se observo que TGF-3
estimula la angiogénesis, inflamacion, quimiotaxis y la deposicion de ECM en
fibroblastos”!-7576, Estos resultados fueron confirmados afios después mediante el
empleo de heridas crénicas como modelo de estudio’’.

Actualmente se cuenta con evidencias muy sélidas de que TGF-f promueve la
secrecion de diferentes proteinas de matriz como: fibronectina, colagena, condritina,
biclicano, decorina, osteopontina, osteonectina, tenascina, trombosponsedina entre
otras 72. Ademas, favorece el depdsito de ECM a partir del estimulo de la secrecion
de PAI-1 y TIMPs que inhiben la funcion de proteasas como la colagenasa que
degradan la matriz’®79. Otros estudios han demostrado que el tratamiento con TGF-
B induce cambios en la expresion de integrinas en diferentes tipos celulares
modificando las interacciones célula-matriz’%72.80,

e IMPLICACIONES LAS VIAS WNT Y TGF-B EN EL COMPORTAMIENTO DE
LOS FIBROBLASTOS DENTRO DEL PROCESO DE REPARACION DE
HERIDAS CUTANEAS

En un estado de reparaciéon de la piel, los niveles de 3-catenina en fibroblastos se
encuentran generalmente elevados al igual que los del complejo TCF/LEF (factor
celular T / factor potenciador linfoidal) que es uno de los factores de transcripcion
blanco de B-catenina y promotor de los genes Ciclina D1, MT1-MMP y MMP-7 (6
Dkk-1) en el desarrollo embrionario®’.

Diferentes estudios han demostrado que la via de Wnt/ B-catenina estimula el
desarrollo de enfermedades fibréticas y la transicion epitelio-mesénquima en
diferentes tipos de cancer 82-8%, Sin embargo, los factores que regulan los niveles
de B-catenina en fibroblastos no se han esclarecido completamente. Se sabe que
la ECM tiene una gran influencia sobre muchos procesos intracelulares gracias a
los diferentes estudios realizados en células de origen mesenquimal que han
demostrado que la colagena | y Ill son capaces de estimular la acumulacién de -
catenina y en consecuencia su translocacion al nucleo®-8. Otro estudio demostré
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que fibroblastos bajo el estimulo de bFGF, activan la via candnica de Wnt, asi como
la acumulacion de B-catenina en el nticleo®.

Por otro lado el estudio de TGF-B en el proceso de reparacion ha revelado que
particularmente TGF-B1 aumenta su expresion durante los primeros dias vy
disminuye durante la fase de re-epitelizacion. Uno de los efectos mas estudiados de
TGF-B es la transformacién de miofibroblastos, lo cual se ha comprobado en
numerosas ocasiones tras la estimulacion de fibroblastos con TGF-B1 que
comienzan a expresar a-sma Yy a producir colagena, efecto que se le ha atribuido a
Smad3°-%3, El estudio de fibroblastos provenientes de cicatrices hipertroficas
ademas de la persistente cantidad de TGF-1, también mostré una alta fosforilacion
de Smad2 y 3%-%, también se ha demostrado que B-catenina inhibe la migracion
de queratinocitos mientras promueve la proliferacion en fibroblastos y que esta
regulacion es dependiente de TGF-f3, pues ratones null para Smad3 mostraron un
mayor grado de re-epitelizacion y reduccion del area de la herida, con una reducida
cantidad de fibroblastos®”-%.

En la ultima década han surgido estudios que demuestran que las vias de Wnt/ [3-
catenina y TGF- se encuentran interactuando en el proceso de reparacién de
heridas cutaneas, con lo cual se ha establecido que ambas vias regulan
positivamente la proliferacion de fibroblastos y que el efecto de TGF-f es
parcialmente regulado por B-catenina®®. Un trabajo publicado en el 2009 demostro
que B-catenina junto con TGF-B en fibroblastos regulan positivamente la
proliferacion, migracion, formacion de una matriz rica en colagena y su contraccion
dentro del proceso normal de reparacion de la piel'®. En resumen, la mayoria de
las investigaciones realizadas en este sentido, sugieren que mientras (3-catenina
tiene un papel regulador predominante en migracion y proliferacion, TGF-§ lo tiene
en el depdsito y contraccion de la ECM pero ambas vias se encuentran
interconectadas.

1.4.5 FACTORES DE CRECIMIENTO ASOCIADOS A LA REPARACION DE
HERIDAS CUTANEAS

e Factor de crecimiento de fibroblastos (FGF)

En 1974, Gospodarowics aislé una proteina que aceleraba la proliferacion de
fibroblastos bovinos extaidos de la glandula pituitaria y la denominé FGF 101,
Posteriormente, en 1986 Abraham et al, analiz6 el cDNA de FGF humano y
establecio que el FGF basico es una estructura de una sola cadena polipeptidica de
17 kDa con afinidad al fosforo'%?. Actualmente se tienen registrados 22 miembros
de la misma familia que transducen sus sefiales a través de 4 receptores
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transmembranales de tipo tirosina-cinasa que se unen a sus ligandos con diferentes
afinidades.

Estas moléculas controlan diferentes procesos como: proliferacion, migracion,
diferenciacion, sobrevivencia, y al mismo tiempo contribuyen con procesos
biolégicos complejos como el desarrollo embrionario y la reparacion del tejido

FGF2 o FGF basico (bFGF) es una molécula esencial para el proceso de reparacion.
Se han desarrollado diferentes estudios in vivo con ratones knock-out y deleciones
para el gen que lo codificay sus receptores. Los resultados han mostrado diferentes
anormalidades en la piel, concluyendo que la pérdida de bFGF ocasiona la pérdida
de glandulas sebaceas, defectos en los foliculos pilosos, una reparacién de la piel
retardada y la progresion de fibrosis dermal’®-1%8  Otras investigaciones han
comprobado que los niveles de expresion de bFGF se incrementan en heridas
agudas mientras que existe una baja expresion en heridas crénicas y en pacientes
con Ulceras venosas'%119. Con base en todo lo anterior, se sabe que es importante
para la formacién del tejido granuloso, la reepitelizacion y remodelacion del
tejido'" 112, Estudios in vitro han demostrado que bFGF regula la sintesis y
deposicion de proteinas de la ECM, incrementa la migracién de queratinocitos y
fibroblastos y los estimula para producir colagenasa''3114.

e Factor de crecimiento endotelial-vascular (VEGF)

El factor de crecimiento vascular (VEGF) es conocido por ser un potente factor que
estimula la neovascularizacion o angiogénesis que se refiere a la formacion de
nuevos vasos sanguineos. Es sintetizado por queratinocitos, fibroblastos, células
endoteliales, plaquetas, neutréfilos y macrofagos en respuesta a estimulos de IL-1,
TGF-a , KGF, TGF- B1, EGF, PDGF, bFGF115-120,

El VEGF se une a dos diferentes receptores, VEGF2 ( KDR) que es un receptor que
media la quimiotaxis y la proliferacion de células endoteliales in vitroy VEGF1 ( Flt-
1) un receptor que organiza el ensamblaje de los vasos y posiblemente regula la
permeabilidad vascular 2'-'23_ Estos receptores son de tipo tirosina-cinasa y se
expresan normalmente en células endoteliales, y en particular VEGF1 también se
expresa en células hematopoyéticas como monocitos y macréfagos.

De acuerdo con diferentes estudios, los ratones deficientes de VEGFR2 desarrollan
una falla en el crecimiento de vasos sanguineos y mueren antes de nacer, lo que
indica que VEGF es un factor esencial para el desarrollo del sistema vascular'??.
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Por otro lado, la deficiencia de VEGFR1 en ratones exhibe un crecimiento excesivo
y desorganizacion de los capilares sanguineos, lo que sugiere que tiene una
regulacién negativa sobre el desarrollo embrionario'?*.

VEGF es una molécula que regula gran parte de los procesos celulares que ocurren
a lo largo del cierre de una herida incluyendo etapas tempranas y tardias, por lo cual
su expresion resulta particularmente esencial. Aunque sabemos que estos procesos
celulares son eventos aleatorios, por motivos didacticos mencionaré los procesos
de acuerdo al orden de las etapas empleadas para describir la reparacion de
heridas.

En primer lugar VEGF es liberado por células endoteliales inmediatamente después
de haber sufrido una disrupcion en el tejido, lo cual estimula la adhesion vy
agregacion de plaquetas promoviendo la coagulacién. Al mismo tiempo, promueve
la degradacién de la matriz celular mediante el estimulo de la secrecién de MMP-1
y MMP-2 y mantiene un balance a través de la secrecion de TIMP-1. VEGF tiene la
capacidad de regular la migracién celular a través de otros factores como la
vasodilatacion y permeabilidad de los vasos, ademas de ser una molécula que
regula la expresion de integrinas que participan en el proceso quimiotactico.

La formacién de la red vascular que inerva el tejido granuloso, es otro evento de
gran prioridad para el proceso de reparacion, pues los capilares sanguineos son la
via por la cual diferentes nutrientes y oxigeno son transportados al sitio de la herida.
Se ha comprobado en diferentes ocasiones que los ambientes hipdxicos
contribuyen a la liberacion de VEGF ademas de aumentar la expresion de su
receptor en células endoteliales’>.

e Factor de crecimiento epidérmico (EGF).

La familia EGF comprende varios factores mitégenicos muy conocidos entre ellos
encontramos al factor de crecimiento transformante alfa (TGF-a), el EGF de unién
a heparina (EGF-HB) y otros integrantes no tan populares como la amfiregulina,
epiregulina, betacelulina y neuroregulina, entre otros. La familia EGF tiene la
capacidad de unirse a 4 receptores diferentes que forman homo o heterodimeros
tras su interaccion con el ligando.

La participacién de EGF en procesos de reparacion fue analizada primero por
Grotendorst et al; quien detectdé EGF en fluidos de heridas de ratas y demostrd su
actividad quimiotactica en células endoteliales'?®. EGF es secretado por plaquetas,
macrofagos y fibroblastos y se encuentra sobre expresado en heridas agudas. EGF
actua de manera paracrina sobre queratinocitos y se ha descrito que tiene un efecto
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mitogénico ademas de promover la migracion lo cual acelera la reepitelizaciéon y
aumenta la fuerza de tensién en las heridas'?’-131,

Los factores de crecimiento (GF) son moléculas sefializadoras solubles que
controlan respuestas celulares a través de su union a receptores transmembranales
especificos de su célula blanco y la activacion de diferentes vias de sefializacion
que culminan con algun cambio en el comportamiento celular.Dentro de la triada de
la ingenieria de tejidos ademas de los andamios y los factores de crecimiento las
células juegan un papel fundamental para la generacion de tejidos que reparen o
regeneren las heridas. Entre ellas mencionaremos ademas de la participacion de
los fibroblatos al potencial de las células troncales en los procesos de reparacion.

1.5 CELULAS TRONCALES

1.5.2 Definicién y origen

Como parte de la homeostasis de los 6rganos y tejidos se requiere del reemplazo
de células muertas para mantenerlos y/o regenerarlos cuando estan dafiados. Esto
ocurre gracias a que existen poblaciones celulares quiescentes e indiferenciadas
denominadas células troncales, que se pueden distinguir del resto por tener dos
caracteristicas muy particulares:

e La capacidad de diferenciacion, que es un proceso mediante el cual las
células pasan de un estado indiferenciado a la adquisicion de una forma y
funcién particular especializada dentro de un 6rgano o tejido

e La auto-renovacion, que se refiere a la capacidad de dividirse y mantener la
potencialidad troncal en si misma y transmitirla a su progenie’®?

De esta forma cuando una célula troncal se autorrenueva origina una célula idéntica
que mantendra su potencialidad y otra que se diferenciara para adquirir un fenotipo
especifico de acuerdo a las condiciones bajo las cuales se encuentre.

De acuerdo a su origen, las células troncales se pueden dividir en embrionarias
(ESC), que permiten el desarrollo del embrién, y somaticas (SSC) que perduran en
el cuerpo adulto'33,

Las células troncales también se han dividido de acuerdo a su potencialidad, que
depende de su origen embrionario y de su especificacién a lo largo del desarrollo.
Esta clasificacion en orden jerarquico comprende:
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Células troncales totipotentes: Generan todas las células que conforman a los
diferentes o6rganos y tejidos del cuerpo y también aquellas células de los tejidos
extra-embrionarios (células del trofoblasto). Ejemplo: cigoto (es la unica célula
totipotente)

Células pluripotentes: Pueden dar origen a células de las tres capas embrionarias.
Ejemplo: células troncales embrionarias (ESC).

Células multipotentes: Se pueden diferenciar a distintos linajes celulares de una
misma capa germinal, ya sea que provengan del: endodermo, mesodermo o
ectodermo Ejemplo: células troncales hematopoyéticas (HSC).

Células unipotentes: Generan un solo tipo celular de una capa germinal especifica.
Ejemplo: células troncales espermaticas (SPC).

El comienzo del estudio de las células troncales se remonta al inicio de los afios
60°s gracias al estudio de las células involucradas en el desarrollo embrionario
realizado por Cole R y Edwards R.G. , et al'3%; quienes describieron las primeras
caracteristicas morfoldgicas y fisiologicas que diferenciaban a este linaje de las
células diferenciadas.

Para la obtencién de ESC se requiere necesariamente de la destruccion de un
blastocisto y las células obtenidas tienen la capacidad para formar un ser vivo “de
nuovo” al implantarse in vitro en el Utero's.

El empleo de ESC como alternativa terapéutica generé6 mucha controversia pues
desde el punto de vista ético no es viable el uso de embriones implantados como
recurso para la obtencion de células troncales. Por otro lado se considera, que no
cumlpen con la caracteristica de autoregeneracion que incluye el concepto estricto
de ceélula troncal actual. Si bien, estas células tienen un alto potencial de
diferenciacion, no se ha podido comprobar que tengan la capacidad de mantenerlo
in vivo a pesar de tener una division asimétrica durante el desarrollo embrionario.

Por estas razones se ha optado por el empleo de SSC con fines terapéuticos. Hasta
la fecha se han aislado células troncales a partir de muchos tejidos adultos como:
tejido conectivo como el periosteo, membrana sinovial, pericitos, piel, sangre
periférica, ligamento periodontal, decidua de los dientes y cordon umbilical'33.
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1.5.3 Células Troncales mesenquimales

El estudio de las células troncales mesenquimales comenzé a partir de la
identificacion de un nicho celular denominado CFU-f (derivado del inglés: colony
forming unit-fibroblast) dentro del tejido hematopoyético por Friedestein y su equipo
de trabajo , quienes establecieron la heterogeneidad de la composicion de la médula
Osea y las identificaron como células no fagociticas con capacidad para adherirse a
superficies plasticas y una morfologia similar a la de los fibroblastos™36.

Inicialmente se considerd que la funcion de este nicho celular se limitaba a formar
el microambiente requerido por las células del tejido hematopoyético 36137, sin
embargo, no expresan marcadores endoteliales ni hemantopoyéticos por lo cual se
trataba de una poblacion unica. Ademas, se descubrié su capacidad mutlipotente
para diferenciarse in vitro a osteoblastos, condrocitos y adipocitos, células que
forman el mesénquima del cuerpo, por lo que se les otorgd el nombre de células
troncales mesenquimales derivadas de meédula 6sea (BMSC por sus siglas en
ing|és)138,139_

Desde entonces el estudio de las células BMSC se convirtié en el foco principal para
el desarrollo de la medicina regenerativa pues a diferencia de las ESC, su obtencién
no implica la intervencion de un embridn o feto en desarrollo, y sus caracteristicas
troncales se han comprobado in vivo e in vitro, por lo cual su investigacion se
extendio rapidamente.

1.6 CELULAS TRONCALES MESENQUIMALES DERIVADAS DE TEJIDO
ADIPOSO

1.6.2 Origen y localizacion

Se le conoce como tejido adiposo a aquel que se encuentra formado en su mayoria
por células de grasa multi-funcionales o adipocitos que forman parte del tejido
conectivo laxo. Se encuentra rodeando los diferentes aparatos y sistemas del
cuerpo proporcionando proteccion.

Los adipocitos tienen la capacidad de regular procesos metabdlicos y enddcrinos a
través de la secrecion de moléculas bio-activas (adipocinas) que tienen efectos
autocrinos y paracrinos permitendo su integracion funcional con células no grasas.
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Los adipocitos se clasifican comunmente de acuerdo a su color en estado vivo:
blanco y pardo (aunque actualmente se cuenta con una clasificacion mas detallada,
no se mencionara en este escrito pues no esta dentro de los objetivos del proyecto)
que cumplen con diferentes funciones fisioldgicas.

El tipo pardo se encuentra en grandes cantidades y rodeando los 6rganos internos
durante la etapa fetal y disminuye a lo largo de la primera década de vida variando
sus cantidades de acuerdo al lugar anatomico. Los adipocitos pardos se
caracterizan por presentar multiples gotas lipidicas en su citoplasma y una alta
capacidad metabdlica para oxidar acidos grasos y generar calor que contribuye a la
termorregulacion del cuerpo.

El tejido adiposo blanco, es el tipo predominante en el ser humano que cumple con
las funciones de: almacenamiento de energia, aislamiento térmico, amortiguacion y
secrecion de hormonas. Lo podemos encontrar en mayores cantidades debajo de
la piel del abdomen, gluteos, axilas, muslos y mamas no lactantes.

El tejido adiposo es de origen mesenquimal y los adipocitos representan alrededor
del 90% de su composicion, el resto comprende: fibroblastos, macrofagos, pericitos,
y células endoteliales vasculares. En las paredes del endotelio vascular a lo largo
de las inervaciones del tejido adiposo se encuentra una poblacion de células
troncales mesenquimales (ADMSC por sus siglas en inglés) que a través de la
liberacidn de citocinas que tienen efecto sobre los adipocitos y sobre la matriz
extracelular, permiten la regeneracién y mantenimiento del tejido adiposo '4°.

Las ADMSC se lograron aislar a partir de la fraccion vascular (SVF por sus siglas
en inglés) de muestras de tejido adiposo gracias al método desarrollado inicialmente
por Rodbell en 1966 '#' mientras que su potencial troncal fue comprobado por
primera vez en el 2001 por Zuk et al '*?, quien describid6 su capacidad para
diferenciarse a los tres diferentes linajes mesenquimales (osteocitos, condrocitos y
adipocitos) 143.

Se considera SVF al sedimento que se obtiene después de someter una muestra
de tejido adiposo a una digestion enzimatica con colagenasa seguida de su
centrifugacion, como resultado se forma un boton celular en la base del tubo, el cual
comprende una mezcla heterogénea de células que conforman el tejido adiposo.
Mientras tanto, los adipocitos son lisados y reducidos a vesiculas de aceite que
tienden a flotar sobre la superficie por lo cual se pueden separar facilmente para
retener la fraccidn estromal [Fig. 8] 140144,

La SVF estd compuesta por aproximadamente 37% leucocitos (CD45%), 35%
ADMSC (CD31-, CD34*, CD45%), 15% células endoteliales (CD31*, CD34", CD45")
y otras células (CD45", CD31,CD34"). Se tiene reporte de que dentro de 200ml de
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tejido se obtienen alrededor de 0.1-1 billones de células nucleadas de las cuales al
menos 10% corresponden a ADMSC. El rendimiento depende del estado fisico de
la muestra a procesar, pues los lipo-aspirados obligan al tejido a pasar a través de
una delgada canula que provoca la disrupcion de los capilares sanguineos y las
investigaciones han demostrado que su abundancia relativa disminuye hasta en un
50% en comparacion con las muestras sélidas, las cuales involucran la remocion de
la piel junto con el tejido adiposo y de esta manera se previene la degeneracion del
tejido’40.

La densidad de ADMSC obetenidas por gramo de tejido también varia entre
especies*’, como referencia se tienen algunos estudios en ratones que han
mostrado que existe una mayor densidad de ADMSC en el tejido adiposo blanco
qgue en el pardo, ademas de presentar un fenotipo diferente. Se ha observado que
dentro del tejido blanco, el rendimiento de aislamiento del tejido subcutaneo ha sido
mayor en comparacion con el visceral.

Las ADMSC obtenidas a partir de abdominoplastias han demostrado un alto grado
de plasticidad pues ademas de diferenciarse a linajes mesenquimales comunes, se
han logrado obtener fenotipos neuronales y cardiacos que sugieren un potencial
pluripotente 43145146
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1.6.3 Caracteristicas moleculares

La Asociacion Internacional de Terapia Celular (ISCT) establecié una serie de
criterios estandar para identificar células multipotentes mesenquimales estromales,
dentro de las cuales se incluyeron:

e Capacidad de adherirse a la superficie y crecer en monocapa
e Expresion de los marcadores: CD105, CD73 y CD90

e La ausencia de marcadores hematopoyéticos como: CD45, CD34, CD14,
CD19y HLA-DR

e Capacidad para diferenciarse in vitro a osteoblastos, adipocitos y
condrocitos'47:148

Comparaciones directas entre el inmuno-fenotipo de ADMSC y BMSC han revelado
que existe un 90% de similitud entre éstas. Aunque las investigaciones en ADMSC
han encontrado perfiles de expresion en funcion del tiempo de cultivo, una de las
moléculas que ha variado constantemente es CD34 presente unicamente en pases
tempranos de células obtenidas a partir del tejido adiposo y ausente en BMSC'44.146,

1.6.4 Potencial terapéutico para la reparacion de heridas en la piel.

La células troncales, poseen una capacidad intrinseca para secretar factores de
crecimiento y citocinas que actuan de manera paracrina sobre células circundantes,
puede estimular las poblaciones celulares residentes del tejido receptor y promover
la activacion o inhibicion de ciertas vias de sefalizacion, asi como el reclutamiento
de células troncales endogenas al sitio de reparacion  promoviendo su
diferenciacion al linaje requerido y de esta manera promover y acelerar la respuesta
al dafio'9-1%2,

Las ADMSC son una de las poblaciones troncales adultas mas prometedoras en el
area de la medicina regenerativa gracias al conjunto de beneficios que ofrecen, los
cuales incluyen:

e El proceso de aislamiento es relativamente sencillo. La muestra biolégica se
obtiene facilmente a través de un proceso quirurgico estético rutinario no
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invasivo al que se someten muchas personas diariamente y por lo tanto,
causa muy pocas molestias al donante.

Ofrecen un alto rendimiento. El proceso de aislamiento es sencillo y se
pueden obtener al rededor 5,000 cel/g de tejido, teniendo en cuenta que de
un solo lipo-aspirado se pueden obtener alrededor de 3 L, posiciona al tejido
adiposo como un recurso con mayor viabilidad en comparacion con las
células troncales provenientes de médula ésea en dénde unicamente se
extraen de 100-1000 cel/g y la disponibilidad de tejido a extraer, es mucho
menor pues existen una serie de riesgos en términos clinicos 153

Poseen propiedades inmuno-reguladoras. Las ADMSC tienen la capacidad
de poder evadir al sistema inmunologico a través de mecanismos que aun no
se conocen completamente, pero se ha comparado muchas veces con el
sistema de evasion de las células tumorales.

En ambientes inflamatorios son capaces de secretar factores solubles
inmuno-reguladores como: IL-10, IL- 6, IL-8, TGFB-1, HGF, PGE, IDO y
galectinas entre otros; y moléculas de membrana como: HLA-G1, PD-L1,
ICAM-I, VCAM-| y Jagged-l. Bajo condiciones no inflamatorias, las MSC
carecen de moléculas de MHC |l ademas de la ausencia de moléculas co-
estimuladoras como: CD40, CD80, CD86 importantes para la activacion de
linfocitos T.

Todas estas propiedades que en conjunto tienden a disminuir la respuesta
inmunoldgica pues regulan la diferenciacion, maduracién y activacion de
células del sistema inmune como células dendriticas, células NK, promueven
la diferenciacion de linfocitos T poblaciones anti-inflamatorios (Th2 Y Treg)
mientras disminuyen la de linfocitos CD4*, CD8" Th1y Th17154-157,

Las numerosas investigaciones acerca de las caracteristicas de las ADMSC que
pueden ser aplicadas con fines terapéuticos, han logrado comprobar algunos de los
mecanismos de accidn como alternativa terapéutica para el tratamiento de heridas,
demostrando que tienen la capacidad para promover la migracion celular,
angiogénesis e inhibir la formacion de cicatrices hipertroficas'49:158-160,

Las ADMSC regulan el proceso de reparacion de la piel mediante mecanismos
diferentes [Fig.9] :
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e Efectos paracrinos. Las ADMSC secretan factores de crecimiento como:
VEGF, KGF, FGF, PDGF, HGF, TGF-B, los cuales estimulan fibroblastos,
queratinocitos y células endoteliales. La secrecidn de citocinas anti-
inflamatorias regulan la respuesta inmunolégica. Como resultado final se ha
observado un aumento en el grado de epitelizacion, la formacion del tejido
granuloso y la de nuevos capilares sanguineos, que mejoran tanto la
apariencia estética como el funcionamiento del neo-tejido.

e Trans-diferenciacion. Se refiere a la diferenciacion directa a células de la piel
que se requieren para la reconstruccion del tejido afectado como células
epiteliales, queratinocitos y fibroblastos.

= k= ADSCs
/ N —
Factores
pardacrinos
Efectos pardcrinos Diferenciacion directa
Mol. anti- \ l
inflamatorias 7S
..
. células 1
~ . endoteliales
0 ® .' fibroblastos queratinocitos
Inmunoregulacion Neovascularizacion Epitelizacion
Citocinas : Factores de crecimiento

Figura 9. Mecanismos de accion de las ADMSC en la reparacion de la piel. Las propiedades de las ADMSC
para liberar citocinas y factores de crecimiento permite el estimulo de células enddgenas del tejido dafiado,
promoviendo procesos como: la neovascularizacion y la epitelizacién mientras regula la respuesta inflamatoria
mediante la secrecion de moléculas anti-inflamatorias. Otro posible mecanismo de accidn es la diferenciacion
directa a células de la piel como fibroblastos, queratinocitos y células endoteliales.

Wagar Ul Hassan, 20014

1.7 INGENIERIA DE TEJIDOS Y MEDICINA REGENERATIVA

Para definir medicina regenerativa (RM) citaré el concepto de A.S Daar (2007); en
donde la define como un campo interdisciplinario de la investigacion y su aplicacion
clinica, enfocado en la reparacion, reemplazo o regeneracioén de células, tejidos y
organos para restablecer su correcto funcionamiento como resultado de cualquier
causa, incluyendo defectos congénitos, enfermedades, traumas en general y
envejecimiento. Para ello usa la combinacion de diferentes tecnologias disponibles
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como: moléculas solubles, terapia génica, terapia con células troncales, ingenieria
de tejidos, la reprogramacion celular o la combinacién de los anteriores6'-162,

La ingenieria de tejidos (TE) es considerada como un area dentro de la RM y se
define como: aquella ciencia interdisciplinaria que aplica los principios y métodos de
la bioingenieria, materiales y sustitutos biolégicos para el mantenimiento, re-
establecimiento y mejoramiento de las funciones de los tejidos dafiados. La TE
involucra la combinacién de células vivas y andamios ya sean naturales o sintéticos
que permitan la formacion de constructos tridimensionales funcionales estructural y
mecanicamente de igual o mejor forma que el tejido a reemplazar'62163,

En otras palabras, la ME pretende lograr la diferenciacién de las ADMSC en células
de la piel dafnada con efectos de reparacion y para ello se requiere de los
lineamientos establecidos por la ingenieria de tejidos que permita la evaluacion del
potencial terapéutico de las ADMSC.

El desarrollo de dicho constructo requiere de la cuidadosa seleccion de los
elementos requeridos:

v Andamio
v" Factores de crecimiento

v" Matriz extracelular
v' Células

Para llevar a cabo el disefio del constructo con posible aplicacién terapéutica, se
deben de tomar en cuenta los requerimientos metabdlicos y biomecanicos del tejido
a reemplazar. Para ello se debe establecer un protocolo que evalue las propiedades
biofisicas y mecanicas del material que se pretenda utilizar, tomando en cuenta las
propiedades biolégicas y biomecanicas intrinsecas del tejido nativo asi como el
microambiente al que se encontrara expuesto el constructo una vez implantado.
Finalmente, se puede definir el éxito funcional del tejido antes y después de la
aplicacion del constructo'62,

1.7.2 SUSTITUTOS DE PIEL DESARROLLADOS POR TE

Los sustitutos de piel son una solucién eficaz inicialmente para proteger heridas
profundas de la piel. Se refieren a un conjunto de materiales heterogéneos
desarrollados por la TE que tienen la capacidad de reemplazar las funciones de la
piel ya sea temporal o permanentemente mientras colaboran con el re-
establecimiento del tejido después de sufrir un dafio.

Los sustitos de piel se pueden clasificar como se muestra en la tabla 1.
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ORIGEN -Biolégico
- Sintético (Biodegradable o no)
DURACION -Temporal

-Permanente

ESTRUCTURA ANATOMICA -Epidérmico
-Dérmico
: -Mixto o compuesto
COMPOSICION -Celular
-Acelular

Tabla 1 Clasificacion de los sustitutos biolégicos

1.7.3 BIOMATERIALES UTILIZADOS EN LOS SUSTITUTOS CUTANEOS

La ingenieria de tejidos busca disefiar andamios celulares que mimeticen el
funcionamiento de la matriz extracelular natural del tejido, pues es la superficie que
permite mantener la homedstasis, guiar el desarrollo y dirigir la regeneracion. Por
estas razones se ha explorado el empleo de proteinas que permitan esta
semejanza.

La seleccion de biomateriales es crucial para el desarrollo de un constructo
biolégico. Idealmente un buen material tendria que cumplir con ciertas
caracteristicas importantes como: no ser toxico, ser bio-compatible, promover
procesos celulares favorables y que posea propiedades fisicas y quimicas
adecuadas; Hubbell JA (2003) afadi6 que hay que tomar en cuenta la
susceptibilidad proteolitica, la habilidad de unirse a factores de crecimiento y la bio-
adhesividad'63.164,

Como se observa en la figura 11 una de las clasificaciones de los sustitutos
bioldgicos se refiere al origen del material empleado para el constructo y se han
dividido en bioldgicos y sintéticos.

Dentro de los materiales biol6gicos encontramos:

v' Colagena
Gelatina

Fibrina

Elastina

Acido hialurénico
Quitosano

Silica

AN NN
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Y como algunos ejemplos de materiales sintéticos podemos mencionar:

v Acido poligalico (PLGA)
v" Poli € coprolactona

v Poli glicol etileno

v Poliuretano

1.7.4 COLAGENA COMO MATERIAL BIOLOGICO

Uno de los materiales biologicos mas populares utilizado como soporte de
crecimiento para constructos bioldgicos es la colagena. Su éxito se atribuye a que
es una proteina muy abundante y natural de la piel que a través de sus secuencias
Arg-Gly-Asp (RGD) reconoce receptores superficiales en las células permitiendo su
anclaje y con ello el desarrollo del microambiente requerido. Las propiedades de la
colagena varian segun su origen, pero generalmente conserva su capacidad para
formar entrecruzamientos, caracteristica que confiere propiedades mecanicas
relevantes, como fuerza de tension'6%.166,

Uno de los inconvenientes de este biomaterial es que tiende a encogerse en medios
acuosos, lo cual puede interferir con su actividad terapéutica. Por ello se han
desarrollado diferentes técnicas de secado y entrecruzamiento basadas en métodos
quimicos, enzimaticos o el empleo luz UV; los cuales favorecen su integridad y
estabilidad; como una opcion alterna, surgio el empleo de otros biomateriales como:
condritina 6 sulfato, acido hialurénico, quitosano, etc, que al mezclarlos refuerzan
sus propiedades.

Los sustitutos comerciales disponibles, normalmente utilizan colagena de origen
bovino, piel porcina, intestino, mucosa de vejiga, cola de rata y pescado. Una vez
obtenida esta se puede hacer parte del andamio a través de procesos como:
liofilizacion, electro-centrifugacion y bio-impresion'®6.187. Como ejemplo de algunos
sustitutos comerciales que emplean colagena en diferentes presentaciones y
condiciones se encuentran: Kollagen® , Integra®, Metriderm®, Ez Derm®,
Terudermis®, Apligraf®, OrCell®, entre otros.

La gelatina es una forma desnaturalizada de colagena obtenida a través de la
hidrélisis de colagenas fibrosas, en consecuencia, la gelatina esta compuesta
principalmente por prolina, glicina e hidroxiprolina. Gracias a que se caracteriza por
retener sus propiedades quimicas pero con una mayor solubilidad, este material se
ha afiadido a diferentes biomateriales con el fin de potenciar las interacciones del

44



andamio con las células. Otra ventaja es su bajo potencial antigénico, lo cual es muy
importante al momento de su aplicacion ademas del riesgo de contraer infecciones
cruzadas pues se trata de un material inocuo.

1.7.5 EMPLEO DE MODELOS ANIMALES EN LA INGENIERIA DE TEJIDOS

A pesar de los avances que se han logrado dentro del area de biomateriales y el
desarrollo de tecnologia como las impresiones 3D, el estudio de procesos complejos
como la reparacién de la piel, requieren de modelos in vivo que permitan simular las
condiciones biologicas naturales y de esta forma refleje una respuesta ante el
estimulo creado, y de esta forma evaluar el potencial o eficacia de nuevas terapias.

Encontrar modelos animales resulta complicado pues los experimentos in vivo
suelen representar altos costos y sin embargo no elimina el rango de error debido a
las diferencias entre estos organismos y el hombre. Algunos de los modelos
animales empleados para el desarrollo de sustitutos de la piel son: ratén, rata,
puerco de guinea y puerco comun.

Especie Ancho (mm) Densidad de Anclaje de la piel Mecanismo de
foliculos pilosos reparacion
Humano 2.97 Baja Estrecho Re-epitelizaciéon
Cerdo de Guinea 1-2 Alta Ausente Contraccion
Ratén 0.7 Alta Ausente Contraccion
Rata 2.09 Alta Ausente Contraccion
Cerdo doméstico 2.5 Baja Estrecho Re-epitelizacion

Tabla 2 Comparacion de las propiedades de modelos in vivo para el estudio de la reparacion de la piel

La tabla resume las caracteristicas de la piel de cada uno de los modelos y se puede
observar la similitud del cerdo con el humano. La piel en ambos organismos se
encuentra firmemente anclada al tejido subcutaneo, la profundidad de la epidermis
en los humanos varia entre los 20-120 um, mientras que la del cerdo va de 30-140
um y se caracteriza por la ausencia de glandulas ecrinas'®. Ademas de las
caracteristicas anatomicas también comparten aspectos fisiolégicos comunes como
el sistema inmune, la irrigacién vascular del tejido y la re-epitelizacion como
mecanismo de reparacion de heridas'®.

Los modelos porcinos han sido ampliamente usados en el area de investigacion
para el tratamiento de enfermedades infecciosas 79, el impacto de la exposicion a
rayos UVB'"', quemaduras'’?, reparacion de heridas 73174, incluso el estudio de
células troncales %6, entre otras.
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1.8 PIEL PORCINA RADIO-ESTERILIZADA

En el Banco de tejidos radio esterilizados del Instituto Nacional de Investigaciones
Nucleares (ININ) se procesa la piel de cerdo con el fin de obtener apdsitos
bioldgicos. La piel es obtenida de animales sanos en una planta de sacrificio y
posteriormente es trasladada al banco de tejidos, en donde se limpia, se desinfecta
y se corta en laminas. Una vez lista, la piel es empaquetada y se envia a la Planta
de irradiacion gamma del ININ para esterilizarla. Los apdsitos irradiados son
almacenados en el BTR y a través del control de calidad interno, se verifica que todo
el proceso se llevd a cabo bajo los lineamientos establecidos y finalmente se envian
a los hospitales o institutos en donde son utilizados en el tratamiento de pacientes
con heridas dificiles de sanar.

2.0BJETIVO GENERAL

Desarrollar un cocultivo de fibroblastos (HF) y células troncales mesenquimales
(ADMSC) sobre un andamio biocompatible y evaluar la produccion de moléculas
que participan en el proceso de reparacion de heridas en la piel

2.1 OBJETIVOS PARTICULARES

1. Obtener y caracterizar fibroblastos humanos dérmicos (HF)

2. Obtener células troncales mesenquimales derivadas de remanentes de tejido
adiposo humano (ADMSC)

3. Estandarizar el cocultivo de ADMSC y HF sobre piel de cerdo radio-
esterilizada (PPR) como andamio biocompatible.

4. Evaluar la liberacion de bFGF, VEGF, EGF

5. Evaluar la expresion de Col | y Il
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3.ANTECEDENTES

La piel es una barrera protectora multifuncional de gran importancia, las heridas
graves en este organo pueden llegar a causar secuelas importantes sobre la salud
e incluso la muerte. La reparacion correcta de la piel depende de diferentes tipos
celulares imprescindibles para la cicatrizacion de la herida, sin embargo por
diferentes razones esta capacidad puede verse comprometida bajo diferentes
circunstancias como: quemaduras profundas, una gran extension de piel pérdida,
Ulceras cronicas, etc; dificiles de repararse por si solas'’®.

Este tipo de heridas representa uno de los problemas meédicos y sociales mas
complicados debido a que la condicidn del paciente generalmente es muy
vulnerable y dolorosa. El correcto tratamiento suele ser caro pues requiere de
periodos largos de hospitalizacion y el empleo de productos sofisticados como
sustitutos de piel, coberturas temporales, medicamentos, etc, que incrementan el
costo.

El desarrollo de la ingenieria de tejidos en este sentido, se ha enfocado en la
busqueda de diferentes recursos bioldgicos y/o sintéticos que en conjunto
promuevan la reparacion de heridas en la piel con diferentes etiologias dificiles de
tratar.

Un material bioldgico celular ideal para su uso terapéutico tendria que cumplir con
los siguientes criterios:

e Se encuentra en grandes cantidades (de millones a billones)

e Se pueden obtener a apartir de un procedimiento poco invasivo

e Tiene la capacidad para diferenciarse a multiples linajes celulares de forma
controlada y reproducible

e Puede ser transpantado de manera efectiva al paciente, ya sea de forma
autologa o alégena

e Puede ser producido de acuerdo a la guia actual de buenas practicas de
manufactura'’®.

Las células troncales mesenquimales son una poblaciéon quiescente que se ha
caracterizado e identificado en distitos tejidos adultos como aquellas provenientes
de la médula 6sea, sin embargo, el procedimiento para obtenerlas es un requiere
de anestesia local para la obtencion de una biopsia de <10ml a través de una
incision en la piel y la penetracion de una jeringa en el hueso ya sea de las crestas
iliacas, el esternén o el fémur.
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Segun diferentes estudios después del procedimiento clinico el paciente tiene que
mantener seca el area por al menos 48hrs y un chequeo frecuente, pues dentro de
los riesgos se pueden derivar: hemorragias, dolor persistente, reacciones
anafilacticas y fracturas en el area de la biopsia '"".

Las ADMSC en comparaciéon con las BMSC se pueden obtener de forma muy
sencilla pues ademas de ser un tejido abundante en el cuerpo humano es
considerado un “tejido de desecho” cuando proviene de cirugias estéticas. Segun la
Isaps (International Society of Aesthetic Plastic Surgery) México ocupa la cuarta
posicion en cirugias estéticas realizadas a nivel mundial, dentro de las cuales la
liposuccion es la segunda mas popular con alrededor de 1,573,680 intervenciones
en el 2017178,

Por lo tanto, hablamos de un recurso con alta disponibilidad, que se puede
aprovechar para la obtenciéon de células troncales mesenquimales utiles en el
campo de la medicina regenerativa. Dentro de sus ventajas biologicas se
encuentran:

e Se pueden obtener de 100-1000 células por gramo de tejido

e Son estables en cultivo in vitro a largo plazo ( conservan un cariotipo diploide
hasta 100 veces la duplucacion del numero inical de la problacion)

e Su capacidad proliferativa es similar a la de las BMSC (de 40 a 120h dese la
fase log hasta el crecimiento)

e Tienen propiedades inmuno-reguladoras que tienden a disminuir la
inflamacion'33

En un articulo publicado por Sanchez S y colaboradores en el 2015, se reportd por
primera vez el empleo de piel porcina radio-esterilizada (PPR) como andamio para
el crecimiento de células ADMSC.

En este trabajo se evalud la viabilidad, adhesién, proliferacion y migracion de dos
andamios diferentes: amnios (RHA) y piel porcina (RPS). La [Fig.10] muestra los
resultados obtenidos en esta investigacion en donde se concluyé que la piel porcina
radio-esterilizada es capaz de mantener una viabilidad celular por arriba del 90%
ademas de mantener el perfil proliferativo de las células, lo que sugiere que la PPR
tiene un gran potencial para ser empleada como andamio para la generacion de
sustitutos bioldgicos de piel'.
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Figura 10. ADMSC sembradas sobre amnios humano (RHA) y piel porcina radio-esterilizada (RPS). A)
Ensayo de viabilidad por calceina (verde) y homodimero de etidio (rojo). B) Ensayo de proliferacion por
deteccion del Anti-a-Ki67 (verde), los nucleos se muestran en azul (DAPI)

Sanchez S, et al, 2015

La piel porcina se ha empleado popularmente como una cobertura temporal de
heridas ya que se trata de un recurso accesible econdmicamente y sencillo de
manipular ademas de que mantiene la humedad del tejido pues evita la pérdida de
liquidos y al mismo tiempo reduce el riesgo de infecciones.

Los resultados anteriormente mostrados [Fig. 10] sugieren que la PPR podria
resultar en un excelente andamio biolégico a un bajo costo comparado con los que
existen actualmente, para el desarrollo de un constructo biolégico, que ofrezca una
ECM natural con una composiciéon similar a la piel humana que optimice la
interaccidn entre fibroblastos y ADMSC para en conjunto, favorecer procesos
asociados a la reparacion de heridas en la piel.

4.HIPOTESIS

La combinacion del cocultivo de HF y ADMSC con el empleo de PPR como andamio
biocompatible regulara la liberacion de factores de crecimiento y la expresion de
proteinas de matriz extracelular como resultado de su interacion, este constructo
podria resultar relevante para el estudio y tratamiento de heridas cutaneas.
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5.METODOLOGIA

5.1 Obtencidon de muestras

Para el desarrollo del presente trabajo se obtuvieron muestras de piel y tejido
adiposo a partir de lipoplastias provenientes de pacientes sanos (hombres vy
mujeres) entre los 20 y 50 afios, con previa firma de conocimiento informado.

Las muestras se transportaron de diferentes hospitales al laboratorio de
Biotecnologia del Centro Nacional de Investigacién y Atencion de Quemados
(CENIAQ) que pertenece al Instituto Nacional de Rehabilitacion (INR). Para ello, se
colocaron en contenedores esterilizados con medio de cultivo DMEM (Gibco
Dulbecco’s Modified Eagle Medium) libre de suero y 10% de Antibiotico-Antimicotico
(Gibco Antibiotic-Antimycotic 100X).

5.1.2 Aislamiento de fibroblastos

A partir de la dermis de las biopsias, se obtuvieron cultivos primarios de fibroblastos
por el método de digestion enzimatica. Esta técnica se basa en el empleo serial de
dos enzimas: la primera separa la epidermis de la dermis y la segunda disgrega las
células de la dermis por su capacidad para degradar colagena.

Las biopsias fueron procesadas dentro de una campana de flujo laminar (Thermo
Scientific 1300 series A2) para conservar su esterilidad. Una porcion de la muestra
fue transferida a una caja Petri y se le agregd un poco de medio de cultivo para
mantener su humedad. El tejido adiposo de las biopsias fue retirado mecanicamente
empleando tijeras y pinzas de diseccion y para facilitar el acceso de la enzima al
tejido, se le hicieron cortes verticales delgados, obteniendo una forma de“falda
hawaiana”. La muestra se coloc6 en un tubo falcon de 50 ml y se someti6é a una
serie de 3 lavados por inmersién vigorosa con 20 ml de PBS 1X (Gibco R) y 10%
de A.A (100X) cada uno para eliminar cualquier resto de tejido adiposo y sanguineo.
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5.1.3 Separacién de las capas epidérmicas

Se preparo una solucion de dispasa Il (0.5U/mg, Gibco Dispase) para lo cual se
agregaron 3mg a 10ml de PBS 1X, la solucion se hizo pasar por un filtro de 0.22p
previo a su uso. La solucion de dispasa fue afiadida al tuvo de la muestra y se
mantuvo en un agitador orbital a una temperatura de 37°C por aproximadamente
1:30 horas. Una vez transcurrido el tiempo, se puede observar a simple vista la
separacion de las capas dérmica (un tejido blanco grueso) y epidérmica (tejido fino
color pardo), en el caso de que las capas no se hayan separado por si solas, la
muestra fue colocada nuevamente en una caja Petri y separada mecanicamente
usando pinzas de relojero.

5.1.4 Procesamiento del tejido dérmico

El tejido dérmico fue colocado en una caja Petri para ser disgregado mecanicamente
con la ayuda de pinzas vy tijeras de diseccion. Los fragmentos dérmicos fueron
colocados en un tubo falcon de 50 ml y al cual se le agregaron 10ml solucion de
HBSS (Solucion salina equilibrada de Hank’s) (Gibco) con 1% de colagenasa tipo
[I* (Worthington Biochemical Corporation). El tubo se colocé en un agitador orbital a
210rpm durante 24 horas a 37°C.

* La colagenasa tipo Il es una enzima purificada a partir de la bacteria Clostridium histolyticum, que tiene
la capacidad de degradar las uniones entre las triple hélices que conforman las coldgenas solubles e
insolubles sin dafar las células.
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Cultivo de
fibroblastos para su
expansiéon

Lavadoy eliminacién de sangre y restos

de tejido adiposo
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Digestién enzimatica de la dermis con Eliminar epidermis‘y qbtencién del tejido
colagenasa Il [100ul/10mli] en Solucién dérmico
salina equiibrada de Hanks

Figura 11. Protocolo para
obtener fibroblastos a partir de
biopsias de piel.

5.1.5 Siembra de cultivos primarios de fibroblastos dérmicos

Después de 24 horas de digestion enzimatica se obtuvo una solucion densa, viscosa
y blanquecina, la cual se hizo pasar por un filtro de 70 uM. A la solucion filtrada se
le agreg6 un volumen equivalente de medio suplementado (DMEM + 1% A.A) con
10% de Suero Fetal Bovino (FBS) (Gibco). El tubo se sometié a centrifugacion a
1500rpm durante 5 minutos para obtener un botdn celular. El sobrenadante fue
desechado y el botén celular se resuspendioé en 1 ml de medio suplementado y se
continuo con el conteo celular.

Con una micropipeta se tomo una alicuota de 10 ul del stock y se mezcld con 10 pl
de azul tripano, la solucion fue colocada en una camara de Neubauer y se hizo el
conteo y los calculos correspondientes para sembrar a una densidad de 10,000
cel/cm? en cajas de cultivo de 75 cm?. Los cultivos se mantuvieron en medio
suplementado a 37 °C en una incubadora (Nuaire, Auto flow, NU-4750) humedad
relativa del 95% y 5% de CO- (condiciones estandar). Para el mantenimiento y
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expansion de los cultivos se cambido el medio cada tercer dia y se hicieron
subcultivos por tripsinizacion cuando la confluencia se encontraba entre el 80 y 90%.

5.1.6 Inmunofluorescencia de fibroblastos dérmicos

- Tripsinizacion de células

Las células fueron desprendidas de la caja de cultivo, para ello, se retiré el medio
por decantacion y se les agregé 1 ml de PBS 1X para hacer 2 lavados haciendo
movimientos circulares suaves. Después de los lavados, se les afiadio una solucién
de tripsina-EDTA al 0.25% (1X, Gibco) diluida en PBS 1X (2-3:5) y se mantuvo por
7-10 min dentro de la incubadora. Una vez que las células se encontraban en
solucion, el contenido fue transferido a un tubo falcon de 15 ml para centrifugarse y
obtener el boton celular el cual se resuspendiéo en 1 ml de DMEM libre de suero y
se realiz6 el conteo celular para hacer los calculos necesarios y obtener la cantidad
total de células requeridas para el ensayo correspondiente.

- Siembra del ensayo

Se tomaron 5x10° células del stock obtenido y se sembraron 9 pozos con 50,000
células cada uno en una placa de 96. Se les agregaron 50 pl de medio
suplementado y se dejaron incubando bajo las condiciones estandar durante 24
horas.

- Protocolo de inmunofluorescencia

Al dia siguiente la placa se sacé de la incubadora y con una micropipeta se retir6 el
medio (condiciones no estériles) y se hicieron 3 lavados con PBS 1X para eliminar
los restos de medio de cultivo. Posteriormente las células se fijaron con 200 pl PFA
(paraformaldehido) al 4% a temperatura ambiente (TA) por 10 min. y después se
lavaron nuevamente 2 veces con PBS 1X. Las células fueron permeabilizadas con
20 pl de 0.1% de Tween diluido en PBS 1X (PBST) por 30 minutos a TA. Se retiro
la solucién permeabilizante y se hicieron 3 lavados con PBS 1X para después afiadir
la solucion de bloqueo (PBS 1X, 0.1% Tween y 2% SFB) la cual se dejo actuar por
30 minutos a TA. Se procedio a retirar la solucién de bloqueo y agregar el anticuerpo
primario (Ab) anti-proteina de superficie de fibroblastos humanos (clona 1B10
Sigma no. F4771) diluido en solucion de bloqueo en una proporcién 1:150. La placa
se incub¢d durante toda la noche a 4 °C.

Al dia siguiente, se retir6 el Ab primario e inmediatamente se hicieron 3 lavados de
20 min con PBS 1X manteniendo la placa en un agitador orbital a TA. Después se
anadié el Ab secundario FITC-a-mouse diluido en PBST con 8% BSA en una
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proporcion 1:200. La placa se envolvio en papel aluminio para evitar el contacto con
laluz y se incubo por 2 horas a TA. Se retir6 la Ab secundario y se hicieron 3 lavados
con PBS 1X por 20 min cada uno manteniéndose en agitacion orbital suave a TA.
Finalmente los pozos se incubaron con DAPI (Merck, 25mg/ml) por 5 min a TA, se
hicieron 3 lavados con PBS 1X y las células se observaron en un microscopio de
fluorescencia vertical (ZEISS AXIO).

- Analisis de la inmunofluorescencia

El porcentaje de la expresiéon de 1B10 se determind por conteo de las células
positivas y negativas observadas en una fotografia representativa de cada cultivo
de las cuales se obtuvo un solo promedio y se graficaron los datos (ANEXO 1).

Dia 2
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proteina de membrana de Retirar Ab. Primario y
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fibroblastos 20min ¢/u
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Dia1l
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. eIncubar dos horas a
Permeabilizar FITC-antimouse temperatura
. 1:200 diluido en ambiente y evitar el
30 min PBST+SFB2% contacto con la luz

(PBS+0.1%Tween)

® Retirary hacer 3
lavados (PBS1X)
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Anticuerpo primario MICROSCOPIO

1B10 (mouse) 1:150 * Incubar durante
toda la noche a 4°C

Diluido en
PBST+2%SFB

Figura 12. Inmunofluorescencia de 1B10 en fibroblastos

5.2 Aislamiento de ADMSC

Para el aislamiento de células troncales mesenquimales de tejido adiposo
(ADMSC), se implemento la técnica inicialmente establecida por Martin Rodbell
(1964) cuyo protocolo fue ajustado y estandarizado en el laboratorio de
Biotecnologia del Centro Nacional de Investigacién y Atencion de Quemados
(CENIAQ), y que bajo la direccion del Dr. Roberto Sanchez S. se publico un articulo
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en el 2015 (ANEXO 2-3) que demuestra la identidad de las células obtenidas por
este protocolo que a continuacion se explica.

Como se menciond anteriormente, las muestras fueron donadas por pacientes de
lipoplastias y transportadas al INR, una vez dentro del laboratorio se mantuvieron a
4 °C hasta su procesamiento (no mayor a 2 dias después de su obtencion).

Las muestras se trabajaron en condiciones estériles dentro de una campana de flujo
laminar, de la biopsia total se tomo solo una fraccion de aproximadamente 20 mg
de tejido adiposo el cual se coloco en una caja Petri y se lavdo de 2-5 veces con
PBS 1Xy 1% A.A hasta haber eliminado la mayor cantidad de sangre.

Una vez limpio el tejido, se procedio a su disgregacion mecanica empleando tijeras
y pinzas de diseccion hasta obtener fragmentos pequefios que se colocaron en un
tubo Falcon de 50 ml y al cual se le agreg6 una solucion al 1% de colagenasa tipo
2 (Worhington Biochemical Corporation) diluida en 10 ml de DMEM libre de suero.
El tubo fue incubado a 37°C en agitacion constante 250-270 rpm por
aproximadamente 40-60 min. Una vez transcurrido el tiempo se le agregaron 10 ml
de medio suplementado para desactivar la enzima.

En el tubo se puede distinguir a simple vista una fase acuosa, la cual se retiré con
una pipeta de 10 ml y se hizo pasar por un filtro de 70 um; el contenido se recolectd
en un nuevo tubo el cual se centrifugdé a 1500 rpm por 5 min para obtener el botén
celular. El sobrenadante fue desechado y el botdn se resuspendié en 1ml de medio
suplementado y se continud con el conteo celular.

5.2.2 Siembra de cultivos primarios de ADMSC

Con una micropipeta se tomo una alicuota de 10ul del stock celular aislado y se
mezclé con 10 yl de azul tripano, la solucion fue colocada en una camara de
Neubauer y se hizo el conteo y los calculos correspondientes para sembrar a una
densidad de 10,000 cel/cm? en cajas de cultivo de 25 cm?. Los cultivos se
mantuvieron en medio suplementado con 15% de SFB a 37 °C en una incubadora
(Nuaire, Auto flow, NU-4750) humedad relativa del 95% y 5% de COo..

Para el mantenimiento y expansion de los cultivos se cambi6 el medio cada tercer
dia y se hicieron subcultivos cuando la confluencia se encontraba entre el 80 y 90%.
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Figura 13. Protocolo para el aislamiento de ADMSC

5.3 Generacion de cocultivo sobre PPR

5.3.2 Marcaje de células

Los cultivos primarios de fibroblastos y ADMSC se expandieron para obtener la
cantidad de células requeridas (para la generacién del cocultivo se emplearon
células no mayores al pase 5).

Con la finalidad de distinguir las poblaciones celulares y poder observar su
presencia sobre el andamio, las células se tiferon con diferentes marcadores
fluorescentes. Los fibroblastos fueron marcados con CellTracker™ color verde
(Green CMFDA diacetato de 5-clorometilfluoresceina) y MitoTracker (Thermo
Fisher) color rojo para las ADMSC.

Para ello se obtuvo una alicuota con la cantidad total de células requeridas para el
ensayo, las cuales se colocaron en un tubo eppendorf de 1 ml y se resuspendieron
en la cantidad de medio DMEM libre de suero necesario para completar un volumen
de 500 pl y al cual se le afiadieron 2 ul del marcador correspondiente (CellTracker
para fibroblastos y MitoTracker para ADMSC). Las células fueron incubadas segun
las indicaciones del proveedor: 20-30° , 37°C (CellTracker), 5,37°C y 15'a 4°C
(MitoTracker).
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Una vez transcurrido el tiempo indicado, se removio la solucién de tincion mediante
centrifugacion y se agregaron 250 ul de medio fresco libre de suero a cada tubo, las
células en suspension se pipetearon suavemente con la finalidad de lavar el exceso
de solucion marcadora este paso se repitio dos veces y después del segundo
lavado, las células fueron resuspendidas en la cantidad de medio requerido para la
siembra del cocultivo.

5.3.3 Obtencion y preparacion del andamio biocompatible

La PPR fue empleada como apdsito biocompatible para la siembra del cocultivo de
HF y ADMSC. La PPR se obtuvo en el ININ (Instituto Nacional de Investigaciones
Nucleares); consiste en una hoja delgada de facil manipulacion empaquetada
estérilmente. En la PPR se puede distinguir la cara epidérmica (rasposa) y la
dérmica (lisa).

La manipulacién de la PPR se llevo a cabo dentro de una campana de flujo laminar
para mantener su esterilidad. Con el fin de obtener diferentes apdsitos para el
experimento, se marcaron (sobre la cara epidérmica) y cortaron circulos de 2 cm de
diametro con el uso de lapiz de grafito y tijeras de diseccion (material previamente
esterilizado). Estos apdsitos se colocaron sobre la base de los pozos de una placa
de 12 [Fig.14].

5.3.4 Siembra de células sobre el andamio

De acuerdo a los objetivos del proyecto, se contemplaron 6 diferentes condiciones
experimentales por duplicado: HF sembrados sin andamio (HF), fibroblastos
sembrados sobre el andamio (HF/PPR), ADMSC sembradas sin andamio (ADMSC),
ADMSC sembradas sobre el andamio (ADMSC/PPR), cocultivo sin andamio
(ADMSC/HF) y cocultivo sobre el andamio (ADMSC/HF/PPR) [Fig.14].

Tanto para las células solas como en cocultivo, se sembraron a una densidad total
de 1x108 por pozo, en el caso del cocultivo fue en una proporcion 1:1. Para ello, la
cantidad total de células (500x103 por linea celular en el cocultivo) se
resuspendieron en 20 pl de medio libre de suero. Antes de ser colocadas sobre la
PPR fueron mezcladas 3 veces con la pipeta y se fueron tomando alicuotas de 5 pl
las cuales se sembraron en forma de gotas que se esparcieron por toda la superficie
del andamio (tomar en cuenta la capilaridad del agua), de esta forma se sembraron

57



el resto de los pozos. Para conservar la humedad de los cultivos, se le agrego de 5-
10 pl de medio suplementado al perimetro de cada pozo.

La placa fue incubada en condiciones estandar por 1 hora aproximadamente para
permitir la adhesion de las células al andamio (la humedad del cultivo se fue
monitoreando durante este tiempo y se agregd mas medio suplementado en los
casos que se requirio).

Después de que las células se adhirieron, se completé el volumen con medio DMEM
1% A.A'y 1% SFB hasta un volumen de 1.5 ml por pozo. Los cultivos se mantuvieron
bajo condiciones estandar durante 16 horas para las determinaciones posteriores.
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Figura 14. Generacion del cocultivo de HF y ADMSC sobre un andamio de PPR. A) Representacion grafica

del ensayo para la evaluacion del cocultivo de HF y ADMSC sobre PPR. Se sembraron 1x106 células en total
por cada pozo. Se contemplaron 6 condicion experimentales: fibroblastos sin andamio (HF), fibroblastos
sembrados sobre el andamio (HF/PPR), ADMSC sembradas sin andamio (ADMSC), ADMSC sembradas sobre
el andamio (ADMSC/PPR), cocultivo sin andamio (ADMSC/HF) y cocultivo sobre el andamio (ADMSC/HF/PPR)
las cuales se sembraron por duplicado (R1, R2). B,C) Para sembrar las células sobre el andamio, la cantidad
total de células se re-suspendié en 20 ul y se sembraron por goteo procurando cubrir toda la superficie, se
dejaron transcurrir 40 minutos para su adhesion al andamio PPR. Finalmente se completé el volumen con medio
fresco y se mantuvieron en incubacién con las condiciones estandar.
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5.4 Deteccion de factores de crecimiento

5.4.2 Extraccion de sobrenadantes

Para evaluar los factores de crecimiento secretados durante el periodo de
incubacién, se obtuvieron los sobrenadantes. El sobrenadante de cada condicion
se dividio en 10 alicuotas de 150 pl cada una las cuales se congelaron a -80 °C para
su posterior analisis.

5.4.3 Deteccion de VEGF, FGFb y EGF

Para el analisis de la concentracion de factores de crecimiento en los sobrenadantes
del cocultivo, se empled la técnica ELISA (Enzyme-linked inmunosorbent assay)
sandwich.

Los anticuerpos empleados se enlistan a continuacion, los cuales previo a su uso
fueron reconstituidos de acuerdo a las instrucciones del proveedor.

ANTICUERPO ESPECIFICIDAD  ORIGEN

FGFb FGF-basico Conejo
(PrepoTech) humano

EGF EGF-humano Conejo
(PrepoTech) estandar

VEGF VEGF-humano Conejo
(PrepoTech) estandar

Tabla 3. Caracteristicas de los anticuerpos empleados para la deteccion de: bFGF, EGF y VEGF

Para comenzar, en una placa ELISA se colocaron 50 yl de medio (previamente
descongelado) de cada condicién por triplicado. Se procedio a colocar al anticuerpo
de captura los cuales fueron diluidos a las concentraciones recomendadas por el
proveedor de acuerdo a sus caracteristicas particulares. EL ab de captura se dejé
incubar durante toda la noche a temperatura ambiente.

Al dia siguiente se aspiré el sobrenadante y el pozo se lavo usando 300 ul de buffer
de lavado (0.05% Tween en PBS 1X) por pozo, se hicieron 4 lavados de 20 min en
agitacion orbital constante.
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Después se colocaron 300 ul del buffer de bloqueo (1% BSA en PBS 1X) el cual se
dej6 incubar a TA por 1 hora. Durante este periodo de tiempo se prepararon las
diluciones del anticuerpo estandar correspondiente para formar la curva patrén.

Una vez pasado el tiempo de incubacidén, por decantacién de eliminaron los
sobrenadantes y los pozos se lavaron 4 veces nuevamente de la misma forma que
se menciond anteriormente. Se procedié a agregar cada pozo 150 ul tanto de las
diluciones estandar como de las muestras problema correspondientes.

Después de al menos 2 horas de incubacion, las muestras se descartaron por
decantacion y se hicieron 3 lavados mas. Finalmente se afiadio el ab de deteccidn
que se dejo incubar durante 2 horas.

Transcurrido el tiempo de incubacion, se afnadieron 100 yl de avidina conjugada
con-HRP (Thermo fisher, 2.5mg/ml) en proporcion 1:6000 a cada pozo. Una vez
transcurridos al menos 30 minutos, con cuidado se aspiro el contenido y se hicieron
4 lavados mas. Finalmente se agregaron 100 ul de ABTS (Liquid substrate solution,
Sigma) e inmediatamente se leyo la placa en un lector ELISA a una longitud de
onda de 405 nm cada 5 min durante 45 min.

Los datos unicamente fueron graficados, pues se requiere de la replicacion del
experimento, para poder obtener una n significativa estadisticamente.

5.5 Determinacion de la sintesis de proteinas de matriz extracelular

Para determinar la sintesis de proteinas de matriz extracelular se midio la expresion
de mRNA para colagena | y lll en los diferentes cultivos empleando la técnica de la
reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo (PCR, por sus siglas en inglés).

5.5.2 Extraccion de RNA

La extraccion del material genético se llevé a cabo a las 16 horas de cultivo, para
ello se empled el RNeasy mini kit (Qiagen) el cual permite el aislamiento de RNA a
partir del uso de una columna con alta afinidad para retener RNA mayor a 200 pb lo
que enriquece la concetracion de mRNA.

Para llevar a cabo este ensayo, se siguieron las instrucciones del proveedor vy el
protocolo fue ajustado al proyecto como se explicara a continuacion.
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Una vez que el medio fue retirado y se lavaron con cuidado los pozos con PBS 1X
para eliminar los restos de medio de cultivo y a continuacion las células fueron
tripsinizadas (siguiendo el mismo procedimiento que se menciond anteriormente)
para obtener el boton celular.

« Para el caso de los cultivos sobre PPR®, el andamio se recorté en pequefios
pedazos con el uso de pinzas y tijeras de diseccion. Los fragmentos se
colocaron dentro de tubos eppendorf de 2 ml, y se les agregaron 500 ul de
PBS 1Xy se lavaron por inmersion para eliminar el medio de cultivo. EL PBS
fue descartado y posteriormente se les afiadieron 500ul de tripsina. Después
de 5-7 min los tubos se agitaron en un vortex por aproximadamente 30 s. y
se retiraron los pedazos de PPR con pinzas de diseccion. Los tubos se
centrifugaron por 5 min a 1500 rpm para obtener el boton celular.

» A partir de este punto, las muestras de mantuvieron el hielo durante todo el
proceso

Los botones celulares fueron resuspendidos en 330 ul de buffer RLT (preparado
con mercaptoetanol previamente como lo indica el manual). Las muestras se
homogenizaron haciéndolas pasar por una jeringa de 5 a 7 veces y se transfirieron
a tubos nuevos para eliminar los detritos celulares. Para continuar, se agrego 1
volumen de etanol al 70% (330 pl) y se homogenizé con la ayuda de la micro pipeta
para después transferir las muestras a las columnas del Kit. Las cuales se
centrifugaron por 15 s a 8,000 rpm. El sobrenadante fue desechado y se afiadieron
87 ul de DNAsa procurando cubrir toda la membrana con la micropipeta (cuidando
no tocar la membrana con la punta). Después se agregaron 350 ul del buffer RW1.
Se incubaron las muestras de 10-15 min y se centrifugaron 15 s a 8,000 rpm.

Posteriormente el sobrenadante fue descartado y se agregaron nuevamente 350 pl
de buffer RW1 para volver a centrifugar por 15 s a 8,000 rpm, el sobrenadante fue
descartado y se anadieron 500 ul de RPE y centrifugarse por 15 s a 8,000 rpm
desechando el sobrenadante para después afadir un volumen mas de 500 pl del
mismo bufer pero esta vez se centrifugd por 2 min a 8,000 rpm. Esta vez el tubo fue
desechado junto con el sobrenadante y se usé un tubo Eppendorf nuevo para
recolectar el material genético contenido en la columna afiadiendo 30 ul de agua
libre de RNAsas sobre la columna que se centrifugd por 1 min, despues se
agregaron 20 uyl mas para asegurar extraer la mayor cantidad de material genético.
El volumen final se dividié en alicuotas que se congelaron a -80 °C para su posterior

> Para estandarizar el aislamiento de RNA de las células sobre el andamio, se agregé un control (PPR sin
células) el cual se sometid al mismo procedimiento.
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analisis. La integridad del RNA se verific6 mediante un gel de agarosa al 1% (se
cargaron 3 yl de RNA mas 2 pl de buffer de carga para todas las muestras).

5.5.3 Obtencion del cDNA (Retrotranscripcion)

Para la retrotranscripcién se tomé una de las alicuotas del RNA extraido por cada
muestra, el RNA fue cuantificado con un nanodrop, y los dato fueron registrados
para posteriores calculos.

Para este paso se empleo el kit High Capacity cDNA reverse transcrption (Applied
Biosystems) siguiendo las instrucciones del proveedor con los detalles que
mencionaré a continuacion: el RNA se empled una concentracion de 500 ng/ul, al
cual se les anadio 1 ul de Buffer DEPC y el volumen se complet6 con agua libre de
RNasas hasta 10 pl, para luego combinarse con el master mix (2X) preparado como
lo indica el manual, obteniendo un volumen final de 20 ul (1X).

5.5.4 PCR tiempo real para la deteccién de COL1A1 y COL3A1

Las sondas empleadas para este ensayo fueron disefiadas especificamente para
los genes COL1A1 (que codifica para la cadena pro-al1 de la colagena |) y para
COL3A1 (que codifica para la cadena pro-a1 de colagena lll) (Applied Biosystems).
Para normalizar la expresion genética, se empled el gen Pol2 (que codifica para
RNA polimerasa Il). Las especificaciones de las sondas se muestran en la tabla 5.

TARGET ({2 del{]={e] QUENCHER

POL2 VIC NFQ-MGB
COL1AI FAM NFQ-MGB
COL3AI FAM NFQ-MGB

Tabla 4. Caracteristicas de las sondas para PCR tiempo real

Se realizaron 2 ensayos: uno para COL1A1 y otro para COL3A1 por triplicado en
una misma placa. El cDNA se us6 a una concentracion de 50 ng/ul y se llevd a un
volumen total de 1 pl con agua libre de nucleasas. A cada ensayo se le agrego 1 yl
del control de carga Pol2 para después mezclarse con 10 yl de master mix 2X
(preparado como lo indica el proveedor) y se llevo a un volumen total de 20 ul (1X)
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por pozo. Los datos fueron analizados con el Software StepOne Real time-PCR
(Thermo Fisher) y unicamente fueron graficados, pues se requiere de la replicacion
del experimento, para poder obtener una n significativa estadisticamente.

6.RESULTADOS

Para la generacion del cocultivo de fibroblastos (HF) y células troncales
mesenquimales (ADMSC), se obtuvieron biopsias de piel y tejido adiposo de
abdomen de pacientes sometidos a lipoplastias, a partir de los cuales se aislaron
las células que se cultivaron y expandieron para llevar a cabo el presente trabajo.

Los HF fueron obtenidos de la capa dérmica de piel de abdomen y cultivados para
su expansion. A través de un ensayo de inmunofluorescencia se demostrd la
expresion de la proteina de superficie de fibroblastos 1B10 (como se muestra en la
[Fig.16], en color verde) para células de pase 4 (p4). El cultivo mostré que las
células aisladas eran positivas en un 90% [ANEXO 1]. Ademas se pudo observar a
través del microscopio la morfologia caracteristica del linaje: células alargadas,
fusiformes y con nucleo eliptico a redondo en el centro (azul), como se muestra en
la [Fig.15]. Los cultivos se mantuvieron no mas alla del pase 5 como recurso para
la generacion del cocultivo.

‘ : / /| Figura 15. Cultivo primario de fibroblastos
70 .~/ humanos aislados a partir de piel de abdomen.
7 \ . . Se aislaron HF de la capa dérmica de piel de
N abdomen por digestion enzimatica. Las células
N . obtenidas presentaron un fenotipo fusiforme alargado
SO : : como se muestra en la micrografia.
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Figura 16. Inmunofluorescencia con anti-a-1B10 en un cultivo de fibroblastos de piel de abdomen. Los
HF fueron marcados para 1B10 (verde) y el nucleo se tifio con DAPI (azul). Aproximadamente el 90% de las
células fueron positivas para 1B10 lo que demuestra una poblacion altamente purificada de fibroblastos.
Micrografia panoramica del cultivo de HF a diferentes escalas: A) 50 um y B) a 100 uym. C y D) Micrografias a
diferentes escalas del control negativo, en donde Uunicamente se identifican los nucleos tefiidos con DAPI (azul).

Para el caso de las células troncales mesenquimales se utilizé el tejido adiposo de
las mismas muestras de abdomen (ADMSC). Por motivos ajenos al proyecto no se
pudo realizar la caracterizacion por citometria de las células obtenidas, sin embargo,
se siguio el protocolo estandarizado previamente dentro del laboratorio de
biotecnologia del INR [ANEXO 2-3].
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En el cultivo primario de ADMSC a las 24 horas mostraba una gran cantidad de
eritrocitos, células apoptéticas y detritos celulares, por lo cual el medio fue
reemplazado inmediatamente. Para las 72 horas, la cantidad de células apotdticas
era minima y se podia observar una poblacion completamente adherida a la
superficie con una morfologia fusiforme que se expande sobre la base y en
consecuencia ocupan un mayor espacio comparado con los HF [Fig.17]. Debido a
lo anterior para llevar a cabo los ensayos posteriores, se requirié de la siembra del
doble de cajas de ADMSC de las requeridas para HF y asi obtener
aproximadamente la misma cantidad (los datos no fueron recolectados, pues no
formaban parte de los objetivos de este proyecto), sin embargo se considera que es
importante mencionar que de una caja de de 75 cm? del 80 al 90% de confluencia
se obtuvieron alrededor de 3-4x108 células comparadas con las 6-7x10° obtenidas
por caja de HF.

Figura 17. Cultivo primario de células mesenquimales aisladas a partir de tejido adiposo de abdomen
(ADMSC). Las células se obtuvieron por digestion enzimatica de biopsias donadas por pacientes de lipoplastias,
a partir de las cuales se hicieron cultivos primarios. Micrografias del cultivo primario de ADMSC a las 72 horas
a diferentes escalas. A) 100um y B) 50 ym, en donde se puede observar claramente una morfologia fusiforme
que se expande sobre la base y forma una especie de dendritas. Las flechas negras sefialan células apotoéticas
dentro del cultivo.

Con las células que se aislaron inicialmente, se procedié a generar un cocultivo de
HF y ADMSC empleando como andamio biocompatible piel porcina
radioesterilizada (PPR). Como primer paso y con la finalidad de poder distinguir las
diferentes poblaciones del cultivo, las células fueron marcadas previamente a la
siembra, de tal forma que dentro del cocultivo se pudieron observar los HF en color
verde [Fig. 18, A] y las ADMSC en color rojo sobre el andamio como se puede
observar en la [Fig.18, B] lo cual nos permiti6 demostrar la presencia e interaccion
entre ambas poblaciones celulares en cocultivo sobre PPR.
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CONTROL

Figura 18. Cocultivo de HF y ADMSC sobre un andamio biocompatible. A partir de cultivos primarios de HF
y ADMSC, se realiz6 un cocultivo empleando PPR como andamio biocompatible. Las células de ambos linajes
se marcaron previamente con la finalidad de poderlas distinguir y comprobar que se encontraran sobre el
andamio. Los HF fueron marcados con CellTracker (verde) que tifie el citoplasma (A) y para las ADMSC se
empled MitoTracker (rojo) que tifie mitocondrias activas (B). Cocultivo 1:1 de HF y ADMSC (C). A1) se pueden
observar unas conexiones que se extienden desde el citoplasma de los HF que sugieren el mantenimiento de
la comunicacién entre la misma poblacién.
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Una vez que se lograron establecer las condiciones y la técnica para el cocultivo
sobre el andamio, se continué con un ensayo para evaluar la concentracion de los
factores de crecimiento bFGF, VEGF y EGF en el sobrenadante del cultivo, asi
como determinar la expresiéon de mRNA de las colagenas | y Ill, que son moléculas
relacionadas con el proceso de cicatrizacion de la piel. Este experimento se realizé
con el fin proponer el constructo como un posible tratamiento para heridas cutaneas.

Para desarrollar este ensayo, se emplearon 6 condiciones de estudio: HF
sembrados sin andamio (HF), fibroblastos sembrados sobre el andamio (HF/PPR),
ADMSC sembradas sin andamio (ADMSC), ADMSC sembradas sobre el andamio
(ADMSC/PPR), cocultivo sin andamio (ADMSC/HF) y cocultivo sobre el andamio
(ADMSC/HF/PPR). Para la determinacion de la liberacion de factores de crecimiento
en el cocultivo, se tomaron los sobrenadantes a las 16 horas, de las diferentes
condiciones los cuales se evaluaron por la técnica de ELISA.

Los resultados mostraron que la concentracion de bFGF increment6 tanto en HF y
ADMSC por separado y en cocultivo cuando se sembraron sobre PPR [Fig 19, Al.
Para EGF los resultados sugieren que la PPR estimul6 la secrecion de EGF por
parte de las ADMSC solas y en cocultivo con HF [Fig 19,B]. El empleo de PPR
también provocé un incremento en la concentracién de VEGF en los cultivos de HF
solos y cuando se encuentran en cocultivo con ADMSC, mientras que no parece
tener mayor efecto sobre las ADMSC en cuanto a la liberacion de VEGF [Fig.19,
C]. En general se observo que el empleo de PPR como andamio tiene una tendencia
a promover la liberacion de los factores bFGF, VEGF y EGF en el cocultivo de HF y
ADMSC.
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Figura 19. Determinacion de factores de crecimiento
presentes en el sobrenadante del cultivo de HF y ADMSC
sobre PPR. Se evaluo la liberacion de bFGF, VEGF y EGF a
las 16 horas de cultivo de HF y ADMSC por separado y su
cocultivo empleando PPR como andamio. Se muestran
resultados de un experimento evaluado por triplicado.

HF: fibroblastos, ADMSC: células troncales mesenquimales
derivadas de tejido adiposo, PPR: piel porcina radio-
esterilizada, como control se usé el andamio de PPR sin
células.

Para la determinacion de la expresion de proteinas de matriz extracelular, se llevé
a cabo una PCR tiempo real para la cuantificacion del mMRNA correspondiente a los
genes COL1A1 y COL3A1. Con este fin, se extrajo el RNA total de 1x108 células®
de cada condicion, el cual se cuantificéd y verifico su integridad por medio de un gel
de agarosa [Fig.20, A,B]. Con el fin de obtener cDNA para continuar con el objetivo,
se realizé una retro-transcripcion cuyos rendimientos se muestran en la [Fig.20, C]

® La cantidad de células fue determinada de acuerdo a experimentos previos, que mostraron que el
rendimiento del RNA total de las células sobre el andamio disminuia en comparacién con las células sin el

andamio (ANEXO 4-5).
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Muestra Control PPR Control PPR
A) [RNA]ng/ul [RNA]ng/ul Q) [cDNA]ng/ul [cDNA]ng/ul

HF 229.4 84.2 HF 2207.7 2176.1
ADMSC 316.3 104.3 ADMSC 2038.7 2185
HF/ADMSC 82.4 193.4 HF/ADMSC 2180.8 1924.5
B) -
1234 5 6 7 1. Control (PPR sin células)

2.HF

3.ADMSC

4.HF/ADMSC

5. HF/PPR

6. ADMSC/PPR
7.HF/ADMSC/PPR

Figura 20. Extraccion de RNA total de los cultivos celulares y obtenciéon de cDNA. A) La tabla muestra el
rendimiento del RNA total obtenido por cada condicion expresado en nanogramos por microlitro (ng/ul). B) Gel
de integridad del RNA, se cargaron 3ul de material genémico mas 2ul de marcador. Las flechas blancas indican
las bandas intactas correspondientes a las sub-unidades 18 y 28S del RNA. C) Tabla de la concentracion de
cDNA obtenido a partir de la retrotranscripcion del RNA total.

Una vez que se tuvo el cDNA se continu6 con la PCR tiempo real de los genes
COL1A1 y COL3A1 que codifican para las cadenas a de las pro-colagenas |y 3
respectivamente. Los resultados revelaron que el empleo de PPR como andamio
para ADMSC en monocultivo tiende a disminuir la expresion de COL | y COL Il
[Fig.21, B] mientras que HF sobre PPR unicamente disminuyé la expresién de COL
1 [Fig. 21,A]. La expresion de COL | y COL Il en el cocultivo de HF y ADMSC
sobre PPR aument6 en comparacion con el cocultivo sin andamio, como lo muestra
la graficas de la [Fig. 21, C].
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HF/ADMSC (16hrs) Figura 21. Efecto del empleo de PPR como andamio sobre
8 la expresion de los genes COL1A1y COL3A1 en el cocultivo
de HF y ADMSC sobre PPR. Para el analisis de la expresion
5 de Col | y Col Ill se realizé una cuantificacion de los mRNA
g 4 correspondientes por medio de PCR tiempo real. A) Monocultivo
® de HF sin andamio y con PPR. B) Monocultivo de ADMSC sin
24 % andamio y con PPR C) Cocultivo de HF y ADMSC sin andamio
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7.DISCUSION

El tejido adiposo es un excelente recurso para la obtencion de células troncales con
fines terapéuticos, pues es un tejido abundante que se puede obtener facilmente
pues es considerado un tejido de desecho cuando proviene de la reduccion estética
de grasa abdominal. Se trata de un procedimiento sencillo no invasivo y de bajo
riesgo para la salud del paciente.

Las ADMSC son faciles de manipular y estables en cultivo, poseen una alta
capacidad proliferativay tienen propiedades imuno-reguladoras unicas. El presente
trabajo y junto con el de Sanchez S et al; (2015) demostraron que la PPR ofrece
una superficie que les permite adherirse, mantenerse viables y crecer en monocapa.

Dentro del proceso de reparacion de la piel, los fibroblastos tienen un papel
fundamental en la remodelacion de la matriz extracelular que permite la migracion
celular y la liberacion de factores de crecimiento. En etapas intermedias de la
reparacion los fibroblastos adquieren un fenotipo especializado conocido como
miofibroblastos que son células productoras de una matriz rica en colagena vy
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gracias a sus propiedades contractiles permiten la aproximacion de los extremos de
la herida y finalmente la formacion de una cicatriz.

En muchas ocasiones como resultado del desequilibrio entre la proliferacion y
apoptosis de los miofibroblastos se genera fibrosis, que se refiere a la excesiva
produccion y acumulacion de fibras de colagena que muchas veces interfiere con la
funcionalidad del tejido, en el caso de la piel, genera cicatrices hipertroficas o
queloides que producen secuelas funcionales, fisicas y socio-psicoldgicas
relevantes.

Los resultados de la [Fig. 21C], mostraron que el cocultivo de HF y ADMSC inhibe
la produccion de COL | y COL Ill, resultado que coincide con el trabajo publicado
por Deng MD.et al; en donde observaron que ademas de colagenas también inhibe
la proliferacion y la expresion de a-SMA y TGF-B '7°. Interesantemente, también
pudimos ver que el empleo de PPR como andamio para el cocultivo parece estar
contrarestando este efecto, pues en comparacion con el cocultivo sin andamio, los
niveles de COL | y lll aumentaron.

Modelos de heridas in vivo sobre ratones y humanos expuestos directamente a
ADMSC y ADMSC-CM (medio condicionado de ADMSC), han demostrado sus
capacidades anti-fibréticas, pues disminuye la densidad de COL | y COL Il en las
cicatrices generadas. Ademas de haber reducido el area de la herida, promovido la
re-epitelizacion y con ello la apariencia estética de la cicatriz 189182,

Aunque por el contrario, algunos estudios in vitro han coincidido en que el uso de
ADMSC-CM promueve el depdsito de COL | y COL Ill, la proliferacion y la
disminucién de MMP-1, cuando se utiliza medio condicionado 82183,

Cabe mencionar que en dos trabajos in vivo con ratones uno empleando ADMSC
inyectadas'® y la administracion topica de exosomas provenientes de ADMSC'85,
también reportaron que se promovié la expresiéon del mMRNA para COL | y COL Il
comparado con el control asi como una mejor cicatrizacion.

Un estudio reciente empled conejos como modelo de estudio a los cuales se les
administraron tanto ADMSC como ADMSC-CM sobre las heridas generadas vy, los
resultados obtenidos mostraron que ambos tienen la capacidad de disminuir la
sintesis de colagena en la cicatriz generada, sin embargo, las ADMSC fueron mas
efectivas pues los niveles de COL | y a-SMA fueron aun mas bajos y ademas
mostraron una menor elevacion de la cicatriz'e®.

Aunque los mecanismos moleculares que se encuentran involucrados en este
complejo proceso no se tienen completamente esclarecidos, los resultados
obtenidos en este proyecto junto con los trabajos de la revision bibliografica
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disponible hasta la fecha, nos permiten sugerir que las interacciones célula-célula
potencian el efecto anti-fibrotico de las ADMSC, pero ademas se observo que el
empleo de PPR tiene la capacidad de regular los efectos sobre la produccién de
COL | y COL lll del cocultivo de HF y ADMSC per se.

En cuanto a la liberacion de factores de crecimiento, se pudo observar que la PPR
tiende a promover la sintesis de VEGF, EGF y bFGF cuando se emplea como
andamio tanto en las poblaciones sembradas individualmente como en el cocultivo
de HF y ADMSC. Otro aspecto que se pudo notar fue que el cocultivo por si solo
inhibe la sintesis de VEGF y EGF y dismunuye la de VEGF, sin embargo este efecto
se contraresta cuando empleamos PPR como andamio.

El constructo promueve la liberacion de bFGF, una molécula que se ha relacionado
en repetidas ocasiones con la ausencia de cicatriz, pues ha demostrado tener
grandes efectos anti-fibréticos asi como la generacién de una matriz que muestra
una orientacion de fibras de colagena similar a la de la dermis intacta 87190, Este
efecto se puede atribuir a su capacidad para inhibir la transformacién de
miofibroblastos y la reduccion del tejido granuloso mediante la promocién de su
apoptosis 189191 y a |la capacidad que tiene para promover la liberacion de MMPs
que promueven la migracién celular.

El constructo también mostro estar regulando positivamente a VEGF. VEGF
participa directamente en la generacion del tejido granuloso pues en ratones Knock
out para VEGFR1 este tejido no se forma '°2. Diferentes estudios han demostrado
que el estimulo de fibroblastos con VEGF promueve la expresion de colagena | y lli
a través de diferentes mecanismos 193194 Entre ellos su capacidad para regular la
permeabilidad de los vasos sanguineos que permite que células como macréfagos
ingresen al area afectada y con ello la produccion de moléculas como PDGF, bFGF
y TGF- que promueven la proliferacion de fibroblastos y el depdsito de proteinas
de matriz generando un tejido granuloso con mayor densidad.

Ademas se ha observado que VEGF y bFGF acelaran la re-epitelizacion a través de
la promocion de la expresidon de marcadores endoteliales en células troncales
mesenquimales 9.

El constructo promueve la liberacién de EGF. EGF es conocido por ser un agente
potencialmente mitogénico y promotor de migracion celular efecto que se ha
comprobado dentro del proceso de reparacion sobre celulas endoteliales vy
fibroblastos 12619, | a administracion topica de EGF en heridas agudas y crénicas
acelera la re-epitelizacion y reduce el tiempo de cierre de la herida 27197, Hata R. y
col estudiaron el efecto de EGF sobre fibroblastos y concluyeron que estimula su
proliferacion e inhibe la transcripcion de colagena tipo | 198199 Este Gltimo hecho se
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puede respaldar por investigaciones mas recientes que han demostrado que EGF
estimula la expresion del receptor de TGF- en fibroblastos, lo cual en teoria
permitiria su transformacién a miofibroblastos y asi explicar el aumento de la
produccion de colagenasas descrito por Barrandon Y. et al; 290201,

La [Fig.22] muestra la estrecha relacién entre la liberacion de factores de
crecimiento y la produccidn de colagena, dentro de la cual figuran ciertos
mecanismos celulares de gran importancia para el proceso de reparacion de la piel.

bFGF i VEGF

-/ Fl.br03|s. 5 - Quimiotaxis de

---/ Diferenciacién a monocitos, queratinocitos
miofibroblastos

y HF

- Angiogénesis

-> Vasodilatacion y
permeabilidad de los

FGF e VAS0S
———— l,
Infiltracion de
macrofagos

- Apoptosis de células del
tejido granuloso

- Angiogénesis

- Fuerza de tensién

ooo.oc)\

EGF
~/ ,degradaCKm de ‘@ 1. Cel. Endoteliales
colagena [ plaquetas Secretores de TGF-B
> Expresién del 2. Fibroblastosy
queratinocitos l,

receptor de TGF-$ en
HF @ Diferenciacion y

. . s # t Factor d imient Macroéf H P
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Figura 22. Efectos de bFGF, VEGF y EGF sobre procesos asociados a la reparacion de la piel
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8.CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en este trabajo sugieren que el co-cultivo de HF y ADMSC
sobre PPR tiende a promover la sintesis de VEGF, bFGF y EGF y la expresion del
mRNA para COL | y Ill.

A pesar de la creciente evidencia sobre el efecto anti-fibrotico de las ADMSC, poco
es el esfuerzo que se ha hecho en entender los mecanimos moleculares. Este
proyecto es una evidencia sobre la variacion de los efectos que las ADMSC pueden
tener sobre procesos asociados a la reparacion de heridas, cuando se encuentran
en contacto directo con HF y a su vez interactuando con un andamio biolégicamente
muy similar a la piel humana pues es naturalmente rico en colagena |.

Limitaciones del estudio: Se sugiere realizar un mayor numero de experimentos
para corroborar la hipotesis planteada.
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10.ANEXOS (resultados complementarios)

Negativas (-) < Positivas (+)
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ANEXO 1. Evaluacion de la expresion de 1B10 en fibroblastos extraidos de biopsias de piel del
abdomen. En el cuadrante superior derecho se sefialan las células consideradas negativas (-) mientras que el
cuadrante izquierdo muestra ejemplos de células positivas (+). Cada cuadrante muestra el nimero de células
(-) y (+) contadas dentro del area correspondiente.

CD90 84.8% CD73 99.9%
g i
o ¥
U .,- |
cb73 il I T e
b CD34 1.6% CD90 99.9%
a! ‘ '
I | L‘
cb90 8 :
1 CD45 0.15% CD73 99.9%
2 | |
8 1
; L m
cD73

ANEXO 2. Inmunofenotipo de células troncales mesenquimales obtenidas a partir de grasa
abdominal (ADMSC). Inmunofenotipo por citometria de flujo en donde muestran ser positivas para los
marcadores mesenquimales en contraste con la ausencia de los marcadores hematopoyéticos.

Sanchez-Sanchez et al, 2015
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ANEXO 3. DIferenciacion de células troncales mesenquimales derivadas de tejido adiposo.

Las ADMSC aisladas de abdominoplastias tienen la capacidad de diferenciarse células de diferentes tejidos:
condrocitos (A), osteocitos (B) y adipocitos (C).

Sanchez-Sanchez et al, 2015
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Por goteo

Se sembraron
3,000,000 de

células por pozo Se dejaron adherir durante una hora

aproximadamente

Se mantuvieron durante 12 horas en
incubacién con DMEM 1% SFB 1% A.A

3 ensayos independientes

ANEXO 4. Estandarizacion del cocultivo de HF y ADMSC sobre PPR. Se llevé a cabo un primer ensayo en donde
se incluyeron las condiciones: HF sembrados sin andamio (HF), fibroblastos sembrados sobre el andamio (HF/PPR),
ADMSC sembradas sin andamio (ADMSC), ADMSC sembradas sobre el andamio (ADMSC/PPR), cocultivo sin
andamio (HF/ADMSC) y cocultivo sobre el andamio (HF/ADMSC/PPR). Se realizaron 3 ensayos independientes en
placas de 6 pozos, en donde se sembraron 3x108 células en cada pozo (1X10°® de cada linaje para el cocultivo) con
DMEM suplementado con 1%SFB y 1% A.A, se mantuvieron en cultivo por 12 horas.
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ANEXO 5. Cuantificacion de RNA total. Se retiraron los medios de cultivo y se procedio a la extraccion del RNA
total de las células. El material genético fue cuantificado y se percibié una disminucién en el rendimiento del RNA
extraido de los cultivos sobre el andamio, lo cual se atribuy6 a la pérdida de células durante el proceso de la
extraccion debido a la dificultad para desprender las células del andamio.
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