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Resumen  
La piel humana es un órgano vital que protege al cuerpo de daños externos y regula la temperatura 

corporal. Sin embargo, cuando se produce una lesión, puede haber dificultades para recuperarse y 

puede resultar en una cicatriz hipertrófica. Las cicatrices hipertróficas son una respuesta exagerada 

del cuerpo a una lesión que se manifiesta como una cicatriz elevada y abultada en la piel. 

Los fibroblastos son una de las principales células que componen a la dermis, cuando la piel sufre un 

daño, los fibroblastos sufren una transdiferenciación hacia miofibroblastos. Estas células son células 

encargadas de la formación de la matriz extracelular para realizar el cierre de una herida, si existen un 

descontrol en la inflamación y en la activación de los miofibroblastos estos generaran una cicatriz 

hipertrófica.  Los miofibroblastos son las principales células presentes en una cicatriz hipertrófica, 

sintetizando en exceso colágena I y actina resultando en la formación de una cicatriz hipertrófica.  

En este trabajo se obtuvieron biopsias de pacientes con cicatriz hipertrófica de 4mm de diámetro,  para 

obtener cultivos primarios de miofibroblastos. Después de 20 días de cultivar la biopsia se comienzan 

a observar células con morfología correspondiente a miofibroblastos. Estas células fueron 

caracterizadas con marcadores específicos para miofibroblastos, como α-SMA, Col I, Actina y TGFβ1. 

Observamos un incremento en la expresión  de RNA y de proteínas de los diferentes marcadores 

comparándolos con los fibroblastos, lo que nos demuestra que las células aisladas son 

miofibroblastos. Continuando con la caracterización de los miofibroblastos también realizamos 

ensayos funcionales midiendo viabilidad a través del  ensayo MTT y migración celular por medio la 

técnica de herida. Reforzando los resultados anteriores observamos que los miofibroblastos presentan 

una menor migración que los fibroblastos y una viabilidad celular correcta.  

Con el objetivo de entender mejor el mecanismo de como los fibroblastos se transdiferencian hacia  

miofibroblastos en el proceso de cicatrización, se reprogramaron fibroblastos de la línea BJ hacia 

células troncales pluripotentes inducidas (iPSC) a través de la transfección de los factores de 

Yamanaka (OSKM) mediante  la nucleofección. Después de 20 días se observaron colonias con 

morfología correspondiente a células troncales pluripotentes, estas se mantuvieron hasta su 

selección. 

La diferenciación de los miofibroblastos hacia iPSC puede ser útil para estudiar la biología de estas 

células y su papel en diferentes procesos patológicos, como la fibrosis. Además, la obtención de iPSC 

a partir de los miofibroblastos puede ser útil para desarrollar terapias celulares personalizadas para 

tratar diferentes enfermedades. 
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Abstract 

Human skin is a vital organ that protects the body from external damage and regulates body 

temperature. However, when an injury occurs, there may be difficulty in healing and it can result in a 

hypertrophic scar. Hypertrophic scars are an exaggerated response of the body to an injury that 

manifests as a raised and bulky scar on the skin.Fibroblasts are one of the main cells that compose the 

dermis, when the skin suffers damage, fibroblasts undergo transdifferentiation into myofibroblasts. 

These cells are responsible for the formation of the extracellular matrix to close a wound, if there is a 

lack of control in inflammation and activation of myofibroblasts, they will generate a hypertrophic scar. 

Myofibroblasts are the main cells present in a hypertrophic scar, synthesizing excessive collagen I and 

actin resulting in the formation of a hypertrophic scar. 

In this study, biopsies were obtained from patients with hypertrophic scars to obtain primary cultures 

of myofibroblasts, these cells were characterized through specific markers of myofibroblasts, such as 

α-SMA, Col I, Actin, and TGFβ1. We observed an increase in RNA and protein expression of different 

markers compared to fibroblasts, which demonstrates that the isolated cells are myofibroblasts. 

Continuing with the characterization of myofibroblasts, we also performed functional assays by 

measuring viability through the MTT assay and cellular migration using the scratch technique. 

Reinforcing the previous results, we observed that myofibroblasts have lower migration than fibroblasts 

and proper cellular viability. 

In order to better understand the mechanism of how fibroblasts transdifferentiate into myofibroblasts 

in the healing process, fibroblasts from the BJ line were reprogrammed into induced pluripotent stem 

cells (iPSCs) through transfection of the Yamanaka factors (OSKM) using nucleofection. 

The differentiation of myofibroblasts into iPSCs can be useful to study the biology of these cells and 

their role in different pathological processes, such as fibrosis. Additionally, obtaining iPSCs from 

myofibroblasts can be useful for developing personalized cellular therapies to treat different diseases. 
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Introducción 
 

1.1 Estructura de la piel. 
 
El órgano más grande del ser humano es la piel, que está constituida por multicapas. Su biomasa 

corresponde al 16.6% de la masa corporal y ocupa una superficie de entre 1.6 y 2m2. Proporciona una 

barrera física protectora entre el cuerpo y el medio ambiente, evitando pérdidas de agua y electrolitos, 

reduciendo la penetración de productos químicos y protegiendo contra microorganismos patógenos 

(Blair et al., 2020). 

La piel está formada por una estructura compleja que comprende tres capas, la más superficial la 

epidermis, una capa intermedia la dermis además de una capa profunda llamada hipodermis. (Figura 

1). La piel presenta diferentes funciones como: la regulación de la temperatura corporal y proporciona 

vigilancia inmunológica. Contiene nervios sensoriales, autónomos y receptores sensoriales que 

detectan estímulos entrantes de tacto, vibración, presión, dolor y picazón (Lim, K., 2021). 

  

 
Figura 1. Estructura de la piel: (A) Piel gruesa (B) Piel delgada corpúsculos de Meissner y Pacini. APM: músculo erector del 

pelo, SG: glándula sebácea. Rojo: arteriola, azul: vénulas, verde: fibras nerviosas, corpúsculo de Meissner (cerca de la 

epidermis). Modificado de Xu et al., 2020. 
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1.1.1. Epidermis 
 
El mantenimiento del número de células en la epidermis depende de un fino equilibrio entre la 

proliferación, la diferenciación y la muerte celular, ya que es la capa encargada de tener contacto con 

el ambiente exterior y por lo tanto está en constante renovación. La epidermis esta estratificada en 

capas basal, espinosa, granular y cornificada, se renueva continuamente el epitelio, por ejemplo, la 

epidermis humana se repone cada 4 semanas y muestra una diferenciación progresiva en una 

dirección de la zona basal a la superficial (Gonzales et al., 2017). 

La epidermis es un epitelio escamoso estratificado compuesto por múltiples tipos de células, las 

cuales son derivadas de diferentes orígenes embrionarios: queratinocitos, melanocitos, células de 

Langerhans y células de Merkel. La estructura y función de la epidermis como cualquier otro tejido del 

cuerpo humano depende de diferentes procesos que son iniciados durante el desarrollo embrionario 

y que mayormente continúan en toda la vida con las células troncales basales de transición, las cuales 

son esenciales para una estratificación adecuada (Wang et al., 2021).

 
Figura 2. Esquema de estructura de la epidermis. Tomado y modificado de Gonzales et al., 2017. 

En la epidermis se encuentran células inmunitarias, células mecanosensoriales y melanocitos, lo que 

refleja la vital interacción de los queratinocitos con la microbiota presente en la superficie de la piel. 

La vida terrestre requiere una barrera cutánea que se autorrenueve, el grupo de Uberoi et al. (2021) 

han demostrado que la microbiota de la piel regula la reparación y la integridad de dicha barrera a 

través de la activación del receptor de hidrocarburos arílicos de los queratinocitos (AHR). 

Los queratinocitos tienen un tamaño de 8-10 µm de diámetro, forman aproximadamente del 90 al 

95% de las células epidermales y tienen origen embrionario de la parte superficial del ectodermo, 

formándose durante las primeras semanas del desarrollo, y se mantiene una población de células 

troncales de queratinocitos durante la ontogenia (Nanba D., 2019). 
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Las queratinas son marcadores de queratinocitos y otras células epiteliales, están organizadas en 

paquetes que se extienden a través de todo el citoplasma y forman parte del citoesqueleto, entre la 

envoltura nuclear, los desmosomas y hemidesmosomas de la membrana plasmática teniendo una 

función estructural (Werner et al., 2020). Dentro de la capa basal, los queratinocitos presentan un 

nicho único que se distingue por su interacción  con la membrana basal, constituida por componentes 

de la matriz extracelular y factores de crecimiento, aportados tanto por la epidermis como por la dermis 

subyacente, lo que mantiene su estado proliferativo. 

El proceso de diferenciación en la epidermis, conocido como queratinización o cornificación, está 

programado genéticamente y es altamente regulado en serie por eventos metabólicos y morfológicos 

que involucran la pérdida de la capacidad de proliferación, un incremento en el tamaño de la célula y 

ensanchamiento, la formación de nuevos organelos, así como la reorganización estructural de los 

organelos existentes, una eventual pérdida de organelos, síntesis de nuevas proteínas y lípidos, 

cambio en las propiedades de la membrana plasmática, antígenos de superficie celular, receptores, y 

por último, la deshidratación. Todo este proceso culmina en la producción de escamas muertas que 

se desprenden de la superficie de la piel y se reemplazan por células internas que ascienden (Candi et 
al., 2005). En base a hallazgos encontrados en experimentos de secuenciación de célula única, se 

sugiere que el queratinocito THBS1+ es una subpoblación de queratinocitos migratorios que facilita 

la cicatrización de heridas epidérmicas (Coutier et al., 2022). 

 

1.1.2. Dermis 

La dermis (o corion) es el componente del tejido conjuntivo de la piel que le proporciona su flexibilidad, 

elasticidad, resistencia y la tracción a la piel, además de proteger al cuerpo de lesiones mecánicas, 

mantener la hidratación, ayudar en la regulación de la temperatura y está involucrada en la respuesta 

a estímulos sensoriales. Se compone de células, moléculas fibrosas y una sustancia fundamental de 

matriz extracelular. Sufre un recambio continuo, regulado por mecanismos que controlan la síntesis y 

degradación de sus componentes proteicos. (Roger et al., 2019). 
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Figura 3. Estructura de la dermis modificado de Lynch et al., 2018. (EMC Matriz extracelular) 

La interacción de la dermis con la epidermis es esencial para mantener las propiedades de ambos 

tejidos, además de colaborar en el desarrollo en la morfogénesis de la unión dermoepidérmica y los 

apéndices epidermales. Así mismo ambas capas están involucradas en la reparación y remodelación 

de la piel cuando sufre lesiones o heridas (Brohem et al., 2011). 

La dermis principalmente está conformada por células llamadas fibroblastos que son responsables de 

sintetizar las proteínas que conforman la matriz extracelular, así como los componentes proteicos para 

su remodelación. Otro tipo de células que constituyen a la dermis son los macrófagos, monocitos y 

dendrocitos dérmicos los cuales forman parte del sistema fagocítico mononuclear de células de la 

piel. La última serie de células incluye células de Langerhans, células intermedias, células 

interigitadoras y mastocitos (Zhao et al., 2021). 

La dermis está compuesta por una capa superior (papilar) y otra inferior (reticular), se distinguen 

debido a las diferencias en la organización del tejido conectivo, la densidad celular y los patrones 

nerviosos y vasculares (Fig. 3). Los fibroblastos especializados forman la dermis papilar, que regula el 

crecimiento del folículo piloso y el músculo erector del pelo, responsable de la piloerección. 

Parcialmente integrada en la dermis reticular se encuentra una capa de adipocitos dérmicos que 

forman el tejido adiposo blanco dérmico (Kanitakis, J. 2001). 
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1.1.2.1 Matriz extracelular. 

La matriz extracelular de la dermis humana es una red de proteínas y polisacáridos que proporciona 

soporte y estructura a la piel y juega un papel importante en la homeostasis y la respuesta de la piel a 

lesiones y enfermedades. La matriz extracelular está compuesta principalmente de colágena, elastina 

y ácido hialurónico, que proporcionan resistencia y elasticidad a la piel.  Además, también contiene 

factores de crecimiento y proteínas de adhesión que juegan un papel importante en la regulación del 

crecimiento y la diferenciación celular así mismo la exposición a factores ambientales como la 

radiación UV y la contaminación pueden dañar la matriz extracelular de la dermis y contribuir a la 

aparición de arrugas y otros signos de envejecimiento (Vierkötter & Krutmann 2012).  

El principal constituyente de la dermis es la proteína llamada colágena la cuál ocupa el 90% del peso 

seco de la piel, proporciona resistencia a la tracción y elasticidad. Se conocen 28 tipos diferentes de 

colágena, codificadas por más de 44 genes separados, que se ensamblan en una variedad de 

estructuras supramoleculares. La mayoría de la colágena tienen distribuciones específicas en el 

espacio y en el tiempo en los tejidos y exhiben propiedades funcionales distintas y solapadas.  (Fig.4) 

(Mienaltowski & Birk  2014).  

 
Figura 4. Estructuras supramoleculares de las colágenas. Tomado de Balasubramanian et al., 2013 

Todas las cadenas presentan un dominio helicoidal que consta de dominios terminales globulares y 

repeticiones (Gly-X-Y), donde X e Y son típicamente prolina e hidroxiprolina (Fig.5). En la dermis del 

adulto que es periódicamente renovada las colágenas fibrilares intersticiales colágena tipo I (Col I), 

colágena tipo III (Col III) y colágena tipo V (Col V) conforman la mayor cantidad de colágenas. 

(Ramshaw et al., 1998). La colágena proporciona la matriz/colchón de soporte que sustenta una piel 

sana y es un factor determinante clave para la preservación de la firmeza y elasticidad de la piel. La 
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Col I tiene una proporción del 80-90% y la Col III completa casi la totalidad con un aproximado entre 

un 8-12%, la Col V se codistribuye y ensambla en fibrillas con ambos tipos Col I y Col III. (Reilly et al., 
2021) 

La Col V es polimórfica en su estructura ya que pude encontrarse forma de gránulos o filamentos y es 

localizada principalmente en la dermis papilar, la matriz que rodea la membrana basal de las venas, 

nervios y apéndices. 

 
Figura 5. Estructura cuaternaria de la colágena. Tomado de PDB DOI: 10.2210/pdb1CAG/pdb 

 

La colágena tipo VI es abundante a través de la dermis y está asociada con fibras y espacios 

interfibrilares, donde están organizada en una gran variedad de formas incluyendo filamentos finos y 

perlados (Balasubramanian et al., 2013). La Col VI aparece en el durante etapas tempranas del 

desarrollo embrionario y se piensa que organiza la matriz. La colágena tipo IV (Col IV) en la piel es 

confinada a la lámina basal de la unión dermoepidérmica (DEJ), los vasos sanguíneos y los apéndices. 

Por último, mencionaremos a la colágena tipo VII (Col VII), forma fibrillas de anclaje en la DEJ que se 

interdigitan con fibrillas de colágena intersticiales en la dermis papilar (Reilly et al., 2021). 

La remodelación de la matriz extracelular de la dermis humana es un proceso continuo que implica la 

degradación y la síntesis de proteínas y polisacáridos de la matriz extracelular. Un papel importante 

en este proceso lo realizan las metaloproteasas, una familia de enzimas que degradan las proteínas 

de la matriz extracelular. Las metaloproteasas son clave en el mantenimiento de la estructura y la 

función de la matriz extracelular y tienen un papel importante en la homeostasis y la respuesta de la 

piel a lesiones y enfermedades (Theocharidis et al., 2016). 

Las metaloproteasas se dividen en dos grupos: las metaloproteasas de matriz (MMPs) y las 

metaloproteasas de cilios (ADAMs). Las MMPs son un grupo de enzimas que degradan la colágena y 

otros componentes de la matriz extracelular y están involucradas en la remodelación tisular y la 

curación de lesiones (Page-McCaw et al., 2007). Las ADAMs son un grupo de enzimas que tienen un 

papel en la proteólisis y la activación de proteínas de la matriz extracelular y están involucradas en la 

regulación del crecimiento y la diferenciación celular (Karamanos et al., 2019). 

http://doi.org/10.2210/pdb1CAG/pdb


    
 

  

9 

La expresión y la actividad de las metaloproteasas pueden ser moduladas por factores ambientales y 

genéticos. Por ejemplo, la exposición a factores como la radiación UV y la contaminación puede 

aumentar la expresión de MMPs y contribuir al daño de la matriz extracelular y al envejecimiento de la 

piel. Además, se ha encontrado que ciertos polimorfismos genéticos están asociados con un mayor 

riesgo de desarrollar enfermedades de la piel que involucran una alteración en la expresión y la 

actividad de las metaloproteasas. Además, la matriz extracelular de la dermis también puede ser 

modificada por factores genéticos y puede ser un factor en el desarrollo de enfermedades como la 

dermato-esclerosis (Page-McCaw et al., 2007). 

  

1.1.3 Hipodermis 

La hipodermis es la capa más profunda de la piel, esta capa juega un papel importante en la protección 

y el aislamiento térmico del cuerpo. Está compuesta por tejido conectivo y grasa, y se encuentra debajo 

de la dermis. La grasa de la hipodermis actúa como aislante térmico y también como reserva de 

energía. Amortigua y protege la piel, además de permitir su movilidad sobre las estructuras 

subyacentes. El límite entre la dermis reticular profunda y la hipodermis es una transición abrupta de 

tejido conectivo dérmico predominantemente fibroso a una región subcutánea rica en tejido adiposo, 

esto permite una separación clara entre las funciones de estas dos capas de la piel, y ayuda a 

mantener la estabilidad de la piel y el cuerpo (Figura 6, Wong et al., 2016). 

 
 

Figura 6. La arquitectura de la piel 3D de la piel humana. Epidermis 
(rosa); dermis papilar (azul); dermis reticular (amarilla); Hipodermis 
(blanca). Imágenes de la grasa hipodérmica vista a través de 
diferentes modalidades de imagen. (i) Grasa hipodérmica vista 
mediante endoscopia quirúrgica en tejido vivo que muestra glóbulos 
de grasa de color amarillo (ii) Grasa hipodérmica vista con 
fluorescencia excitada por dos fotones que muestra fibras 
fibroelásticas. Reimpreso con permiso de Wiley and Son (Heuke et 
al. 2013). (iii) Grasa hipodérmica vista con inyección de tinta china 
de los vasos linfáticos. Reimpreso con autorización de Macmillan 
Publishers Ltd, J Invest Derm. Modificado de Wong et al., 2016.  
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Las dos regiones están, sin embargo, estructural y funcionalmente bien integradas a través de las 

redes nerviosas y vasculares además de la zona de los apéndices epidérmicos. Los folículos pilosos en 

crecimiento activo se extienden hacia la grasa subcutánea, y las glándulas sudoríparas apocrinas y 

ecrinas normalmente están confinadas a esta profundidad de la piel (Prost-Squarcioni, 2006). 

 

Los adipocitos derivados del mesénquima son células grasas que se desarrollan a partir de células 

mesenquimales durante el embarazo y el primer año de vida. Estos adipocitos se encuentran en 

diferentes partes del cuerpo, incluyendo la hipodermis, y juegan un papel importante en el 

almacenamiento de energía y la regulación del metabolismo. A medida que envejecemos, la cantidad 

de adipocitos derivados del mesénquima disminuye y se produce un aumento en la cantidad de 

adipocitos derivados de los preadipocitos, que se originan de células de la piel, están organizados en 

lobulillos definidos por tabiques de tejido conjuntivo fibroso. Los nervios, los vasos y los vasos 

linfáticos están ubicados dentro de los tabiques e irrigan abundantemente la región (Driskell et al., 
2014). 

Los depósitos de grasa subcutánea comienzan a formarse en el feto a mediados del primer trimestre y 

ya están bien desarrollados en el recién nacido, la síntesis y el almacenamiento de grasa continúan a 

lo largo de la vida, mediante una mayor acumulación de lípidos dentro de las células grasas, la 

proliferación de los adipocitos existentes o el reclutamiento de nuevas células de la mesénquima 

indiferenciada (Monfort et al., 2013). 

Los adipocitos son células grasas que se encuentran en la hipodermis y juegan un papel importante 

en el almacenamiento y la liberación de energía. Una de las hormonas producidas por los adipocitos 

es la leptina, que se libera al torrente sanguíneo y actúa en el cerebro para regular el apetito y el 

metabolismo de los lípidos. La leptina también tiene efectos en otras partes del cuerpo, como el tejido 

muscular y el hígado, y puede afectar la respuesta del cuerpo a la insulina y el metabolismo del azúcar 

en sangre (Gómez-Abellán et al., 2011). 

 

1.2 Fibroblastos 

Los fibroblastos son células presentes en el tejido conectivo de los animales vertebrados y juegan un 

papel importante en la cicatrización de heridas y en la remodelación del tejido conectivo durante el 

crecimiento y el desarrollo. Además de producir componentes del tejido conectivo como la colágena y 

la elastina, los fibroblastos también participan en la respuesta inflamatoria y en la formación de 
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nuevos vasos sanguíneos durante la angiogénesis, así como en el proceso de cicatrización de heridas 

(Lynch & Watt 2018). 

 

Los fibroblastos son células polimorfas, lo que significa que tienen diferentes formas y tamaños. A 

menudo tienen una forma ovalada o alargada y pueden medir entre 20 y 30 micrómetros de largo. La 

estructura de los fibroblastos es similar a la de otras células eucariotas. Tienen un núcleo con 

cromatina y una serie de organelos, como mitocondrias, retículo endoplásmico rugoso y liso, y aparato 

de Golgi. También tienen un citoplasma denso y una serie de prolongaciones filamentosas llamadas 

prolongaciones citoplásmicas, que se utilizan para sintetizar y secretar proteínas (Nilforoushzadeh et 

al., 2017) 

  
Figura 7. Diagrama de un fibroblasto tomado y modificado de www.alamy.com 2023 

 

La heterogeneidad de los fibroblastos en diferentes órganos ha sido análizada  através de técnicas de 

secuenciación de ARN a nivel celular obteniendo perfiles transcripcionales de células individuales de 

fibroblastos y células musculares vasculares de cuatro órganos musculares murinos: corazón, músculo 

esquelético, intestino y vejiga. Los resultados indican que los fibroblastos son altamente específicos 

de cada órgano y muestran una gran heterogeneidad entre los diferentes órganos. Además, se 

encontró que la variación en la expresión de los genes del matrisoma es mayor que en otras categorías 

de genes, lo que sugiere que los fibroblastos adaptan específicamente la matriz extracelular en 

función de la patología del órgano. Los hallazgos también muestran que los factores de transcripción 

son los menos variables en el análisis, lo que podría sugerir que las diferencias epigenéticas 

contribuyen a la heterogeneidad de los fibroblastos (Muhl et al., 2020). 
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Los recientes estudios de secuenciación de célula única (scRNA-seq) han proporcionado una 

comprensión más profunda de la heterogeneidad de los fibroblastos en diferentes órganos. Se ha 

descubierto que no existe un solo marcador que pueda discriminar a todos los fibroblastos de todas 

las células en todos los órganos. En cambio, se han identificado combinaciones de marcadores que 

pueden señalar subtipos de fibroblastos que cruzan las fronteras de los órganos. Por ejemplo, el 

marcador Pi16 y el marcador Col15a1 se han encontrado en varios órganos, y se han descrito subtipos 

de fibroblastos específicos en el corazón, músculo esquelético y colón (Muhl et al., 2020). 

En la piel humana, existen algunos subtipos de fibroblastos especializados en la producción de ECM, 

como los FB DPP4+. Estos subtipos fueron caracterizados mediante análisis de secuenciación de ARN 

de célula única (scRNA-seq), entre otros subtipos de fibroblastos con actividades relacionadas a las 

reacciones inmunológicas y antimicrobianas (Vorstandlechner et al., 2020). 

Al investigar los efectos del estrés térmico crónico en las células V79 de fibroblastos pulmonares de 

hamster chino. Se observó que el estrés térmico aumentó la expresión de Hsp 70 y MnSOD, y la 

fosforilación de p38 MAPK y Akt.  Cabe destacar que cuando Akt es activada por la fosforilación, inhibe 

la apoptosis al inhibir la actividad de las proteínas proapoptóticas y promoviendo la supervivencia 

celular. Además, Akt también juega un papel en la regulación de la proliferación celular al activar 

proteínas relacionadas con la proliferación celular (Mustafi et al., 2009). 

 

1.3 Miofibroblastos 

Un miofibroblasto es un tipo de célula que se encuentra en los tejidos conectivos del cuerpo. Se 

caracterizan por tener un aspecto similar a un fibroblasto, una célula que juega un papel importante 

en la formación de la colágena y otras fibras en la matriz extracelular, pero también tienen 

características musculares, como la capacidad de contraerse.  

Además, promueven la deposición de la matriz extracelular los cuales al activarse adquieren un 

fenotipo similar al de las células del músculo liso y expresan α-actina de músculo liso (α-SMA), esta 

característica dota a estas células de características contráctiles que superan las de la mayoría de los 

otros fibroblastos (Hinz B., 2010).   

La α-actina de músculo liso (SMA) es un marcador molecular para los miofibroblastos, y su expresión 

está asociada con la generación de tensiones mecánicas intracelulares y extracelulares. La SMA se 

encuentra en las fibras de estrés y adhesiones focales, y mejora la contractilidad de los fibroblastos 

activados. También ayuda a mediar la fuerza externa en la matriz extracelular a través de diversas 

proteínas y adhesiones focales. La expresión de SMA puede ser regulada por la tensión mecánica 
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externa e influenciada por la tensión intracelular generada por la SMA, lo que puede contribuir a un 

bucle de retroalimentación positiva y a un fenotipo exagerado de miofibroblastos en enfermedades 

fibrosas (Hetzler et al., 2019). 

Su transdiferenciación y su muerte por apoptosis son moduladas por citoquinas, estrés mecánico e 

interacciones célula-célula y célula-matriz. Los miofibroblastos pueden transdiferenciarse a partir de 

diversos tipos de células: pericitos, células epiteliales, células madre mesenquimales locales o 

derivadas de la médula ósea, fibrocitos, y a través de las adhesiones focales aumentando así la rigidez 

en la superficie (Hinz B., 2015). 

 

 
Figura 8. Transdiferenciación de fibroblasto en miofibroblasto. Tomado de Tai et al., 2021 

La transdiferenciación de fibroblastos hacia miofibroblastos (Fig.8) está regulada por una 

combinación de factores físico-químicos y moleculares. Algunos de los factores más importantes son 

los siguientes: 

Tensión mecánica: La tensión mecánica es un factor crucial para la diferenciación de fibroblastos 

hacia miofibroblastos. La aplicación de una tensión mecánica a través del estiramiento o la 

compresión del tejido puede activar la diferenciación de fibroblastos en miofibroblastos, lo que se 

conoce como "mecanotransducción". Este proceso se lleva a cabo mediante la activación de 

diferentes vías de señalización, como la vía de la proteína cinasa RhoA y la vía de la proteína cinasa 

Akt (Pakshir & Hinz, 2018).  
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Ciclos celulares: La diferenciación de fibroblastos hacia miofibroblastos está también relacionado con 

la actividad celular, miofibroblastos tienden a estar en un estado de proliferación activa mientras que 

los fibroblastos están en un estado de reposo celular. El factor de transcripción relacionado con runt 

1 (RUNX1) regulado por TGF-β1 es necesario para el avance del ciclo celular y la proliferación de los 

miofibroblastos (Kim et al., 2014). 

Factores de crecimiento: Los factores de crecimiento, como el factor de crecimiento transformante alfa 

(TGF-α) y el factor de crecimiento plaquetario (PDGF), son importantes para la diferenciación de 

fibroblastos hacia miofibroblastos. Estos factores de crecimiento pueden activar las vías de 

señalización intracelulares que promueven la diferenciación de fibroblastos hacia miofibroblastos y 

su activación está relacionada con patologías inflamatorias y fibroticas (Snyder et al.,  2016). 

Transcripción: la expresión de ciertos factores de transcripción es esencial para la diferenciación de 

fibroblastos hacia miofibroblastos, como la expresión del factor de transcripción Snail y otros 

miembros de la familia Snail, que son capaces de inhibir la expresión de genes específicos de 

fibroblastos y promover la expresión de genes propios de los miofibroblastos (Wang et al., 2020). 

Microambiente: El entorno celular en el que se encuentran los fibroblastos también juega un papel 

importante en su diferenciación hacia miofibroblastos, los cambios en las concentraciones de iones 

como el calcio, y en el estado oxidativo de la célula, pueden cambiar el balance de señales y promover 

una diferenciación hacia miofibroblastos. 

Las principales vías de mecanotransducción que se relacionan con la diferenciación de los 

miofibroblastos incluyen: Rho/ROCK y los cofactores transcripcionales YAP/TAZ y MRTF-A/B. La 

relación entre estas vías y la diferenciación de los miofibroblastos es compleja y no se entiende 

completamente, por lo que es importante continuar investigando en este campo para desarrollar 

estrategias terapéuticas eficaces para tratar las heridas y las patologías relacionadas con la fibrosis 

(Huang et al., 2012). 

La matriz extracelular es esencial para la diferenciación de los miofibroblastos. La rigidez de la matriz 

extracelular es un factor importante en la regulación de la diferenciación celular, ya que un aumento 

en la rigidez de la matriz ha sido relacionado con un aumento en la diferenciación de los 

miofibroblastos. El proceso de mecanotransducción se relaciona con la capacidad de las células para 

responder a las señales mecánicas y convertirlas en respuestas celulares. 

Además la matriz extracelular contribuye al desarrollo de procesos fibróticos ya que al tener una 

proporción mayor de fibras de colágena en los tejidos se ha relacionado con un aumento en el grado 
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de rigidez (cambios en la mecánica extracelular) y, por lo tanto, con la activación de vías de 

mecanotransducción  (D’Urso & Kurniawan 2020). 

1.4 Lesiones en la piel y cicatrización 

La piel es la estructura crítica que protege los tejidos internos de daños mecánicos, infecciones 

microbianas, radiación ultravioleta y temperaturas extremas. Esto la hace altamente susceptible a 

lesiones con un impacto significativo tanto para los pacientes individuales como para la economía de 

la salud. Solo en Estados Unidos, las heridas que no sanan representan aproximadamente $50 mil 

millones, las cicatrices de incisiones quirúrgicas y traumas representan casi $12 mil millones y las 

quemaduras representan $7.5 mil millones en costos de atención médica cada año (Rodrigues et al., 

2019). 

El proceso biológico mediante el cual la piel humana repara sus heridas se llama cicatrización, cuando 

la piel se lastima, varios tipos de células dentro de estas tres capas deben coordinarse en etapas 

precisas para promover el cierre de la herida. Estas etapas de hemostasis, inflamación, angiogénesis, 

crecimiento, reepitelización y remodelado ocurren en una secuencia temporal, pero también se 

superponen. Por lo tanto, la reparación de la piel es uno de los procesos más complejos en el cuerpo 

humano (Sorg et al., 2017). 

Durante la cicatrización (Fig.9), se activan y coordinan varias vías intracelulares e intercelulares para 

restaurar la integridad y la homeostasis del tejido dañado. También se activan componentes del 

sistema inmunitario, como neutrófilos, monocitos, linfocitos y células dendríticas, y se inician las 

cascadas de señalización involucradas en la coagulación de la sangre y en la inflamación. Estos 

procesos llevan a la proliferación, diferenciación y migración de diferentes tipos de células, incluyendo 

células inmunitarias, células endoteliales, queratinocitos y fibroblastos. Estos cambios en la expresión 

génica y el fenotipo celular son necesarios para promover la reparación del tejido dañado y 

reemplazarlo con tejido normal durante el proceso de cicatrización (Tottoli et al., 2020). 

Sorprendentemente, en algunos organismos eucariotas como los anfibios del género Ambystoma, la 

respuesta a una lesión tiene como consecuencia la regeneración por completo de la arquitectura 

original del tejido, a través del proceso conocido como regeneración.  

Los humanos tienen esta capacidad durante el desarrollo prenatal, pero la pierden durante la vida 

adulta. ¿Cómo ocurre la regeneración y por qué los humanos pierden esta habilidad? sigue siendo 

objeto de estudio (García-Lepe et al., 2022). 

La primera etapa de la reparación de la herida ocurre inmediatamente después del daño del tejido, y 

se requiere de componentes involucrados en la coagulación, las vías inflamatorias y el sistema 
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inmunitario para así prevenir las pérdidas continuas de sangre y líquidos, eliminar los tejidos muertos 

y desvitalizados además de prevenir infecciones.  La hemostasia se logra inicialmente mediante la 

formación de un tapón de plaquetas, seguido de una matriz de fibrina, que se convierte en el 

andamiaje para las células infiltrantes. Luego, los neutrófilos se reclutan en la herida en respuesta a 

la activación del complemento, la desgranulación de las plaquetas y los productos de la degradación 

bacteriana. Después de 2 a 3 días, los monocitos aparecen en la herida y se diferencian en macrófagos 

(Park & Barbul, 2004).  

 
Figura 9. Proceso de cicatrización de una herida en la piel y los diferentes tipos de células involucradas. 

La segunda etapa de la reparación de heridas, la formación de tejido nuevo que ocurre de 2 a 10 días 

después de la lesión y se caracteriza por la proliferación celular y la migración de diferentes tipos de 
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células, además ocurre la formación de nuevos capilares permitiendo el paso de nutrientes hacia la 

herida para así ayudar a la proliferación de fibroblastos.  

Entonces se forman nuevos vasos sanguíneos (un proceso conocido como angiogénesis), y los brotes 

de capilares asociados con fibroblastos y macrófagos reemplazan la matriz de fibrina con tejido de 

granulación, que forma un nuevo sustrato para la migración de queratinocitos en etapas posteriores 

del proceso de reparación.  Los queratinocitos que se encuentran detrás del borde de la lesión 

proliferan, maduran y, finalmente, restablecen la función de barrera del epitelio (Gurtner et al., 2008).  

Los reguladores positivos más importantes de la angiogénesis son el factor de crecimiento endotelial 

vascular A (VEGFA) y el factor de crecimiento de fibroblastos 2 (FGF2; también conocido como bFGF). 

La angiogénesis también puede resultar del reclutamiento de células progenitoras endoteliales 

derivadas de la médula ósea, aunque la magnitud de esta contribución es pequeña, al menos en 

heridas no isquémicas (en las que la concentración de oxígeno es normal). 

En la última parte de esta etapa, los fibroblastos, que son atraídos desde el borde de la herida o desde 

la médula ósea, son estimulados por macrófagos y algunos se diferencian en miofibroblastos. Los 

miofibroblastos son células contráctiles que, con el tiempo, unen los bordes de una herida. Los 

fibroblastos y los miofibroblastos interactúan y producen matriz extracelular, principalmente en forma 

de colágena, que finalmente forma la mayor parte de la cicatriz madura (Rakita et al., 2020). 

La tercera etapa de la reparación de heridas o remodelación comienza de 2 a 3 semanas después de 

la lesión y dura un año o más. Durante esta etapa, todos los procesos activados después de la lesión 

disminuyen y cesan. La mayoría de las células endoteliales, macrófagos y miofibroblastos sufren 

apoptosis (es decir, muerte celular programada) o salen de la herida, dejando una masa que contiene 

pocas células y consiste principalmente en colágena y otras proteínas de matriz extracelular. 

Las interacciones epiteliales-mesenquimatosas probablemente regulan continuamente la integridad 

y la homeostasis de la piel, debe haber circuitos de retroalimentación adicionales para mantener los 

otros tipos de células en la piel. Además, a lo largo de 6 a 12 meses, la matriz extracelular se remodela 

activamente desde un esqueleto de colágena principalmente de tipo III a uno compuesto 

predominantemente por colágena de tipo I. Este proceso lo llevan a cabo las metaloproteinasas de 

matriz que son secretadas por fibroblastos, macrófagos y células endoteliales, y fortalece el tejido 

reparado. Sin embargo, el tejido nunca recupera las propiedades de la piel no lesionada. 

Curiosamente, los vertebrados como el pez cebra (Danio rerio) y C. elegans no producen ninguno de 

estos tipos de colágena; su matriz extracelular se compone enteramente de colágenas tipo VI y tipo 
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XVIII. Este hallazgo sugiere un grado de plasticidad evolutiva que no se observa en las primeras etapas 

de reparación de heridas (Arenas et al., 2020). 

Rognoni et al., en 2019 postulan que una fase inicial de proliferación y migración activa de 

fibroblastos dérmicos, seguida de una fase de alto depósito de ECM, que regula negativamente la 

proliferación de fibroblastos, es clave para la cicatrización exitosa de heridas. 

No se tiene un modelo adecuado para el estudio de las cicatrices hipertróficas en humano, por lo que 

la exploración de nuevas tecnologías para la generación de líneas celulares que sean modelo de 

estudio para el entendimiento de los procesos moleculares del proceso de cicatrización. La técnica de 

reprogramación celular tiene los alcances para la generación de líneas celulares humanas que 

ayudarán al modelaje de enfermedades.  

 

1.5 Cicatriz hipertrófica  

El proceso de cicatrización de las heridas es un proceso dinámico que tiene una regulación 

equilibrada. Cuando esta regulación está desequilibrada, pueden ocurrir cicatrices menos deseables 

como las cicatrices hipertróficas. Estás son cicatrices elevadas y firmes formadas por una producción 

excesiva de fibrogeno y colágena durante la cicatrización. Pueden ser asintomáticas, principalmente 

pruriginosas, pero también pueden ser dolorosas y causar restricciones en el movimiento y 

deformaciones cosméticas además están contenidas dentro del sitio de la hérida. En el examen 

histológico, las cicatrices hipertróficas tienden a tener colágena en un patrón ondulado y regular 

(Carswell & Borger, 2022).   

Los fibroblastos en enfermedades fibróticas exhiben un potencial proliferativo abrumador, mayor 

migración y capacidad de invasión, y mayor depósito de MEC, lo que contribuye a la patogénesis de la 

fibrosis. Estas acciones son impulsadas principalmente por citocinas como IL-1, TNF-α, IL-6 e IL-10, 

así como de factores de crecimiento como TGF-β, CTGF, PDGF, bFGF, POSTN (Zhu et al., 2016) . 

La formación de tejido fibrótico, que se define por la acumulación excesiva de componentes de la 

matriz extracelular (MEC) como la colágena y la fibronectina, es de hecho una fase normal e importante 

de la reparación tisular en todos los órganos.  

En un estudio de secuenciación de célula única, se investigaron las diferencias en los tipos celulares y 

los mecanismos de regulación en las células de la piel. Se identificaron seis tipos de células, 

incluyendo los miofibroblastos negativos y positivos para el gen EN1, células hematopoyéticas, 

macrófagos, pericitos y células endoteliales. Se encontró que los genes ligando y receptores entre los 

miofibroblastos y los macrófagos modulan principalmente la proliferación y migración celular y la vía 
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TGF-β. Además, se identificaron genes específicos diferencialmente expresados en miofibroblastos y 

macrófagos fibróticos comparados con los regenerativos. Los genes específicos entre los 

miofibroblastos fibróticos y regenerativos están involucrados en el proceso metabólico del ARN y la 

organización de los orgánulos, mientras que los genes específicos entre los macrófagos fibróticos y 

regenerativos participan en la regulación de la inmunidad y la fagocitosis (Chen et al., 2022). 

En la cicatrización fisiológica de heridas, los miofibroblastos desaparecieron después del cierre y 

resolución de la herida, predominantemente por apoptosis. A pesar de la producción elevada de 

especies reactivas de oxígeno (ROS) por parte de los miofibroblastos durante la fibrosis, la persistencia 

de la expresión de TGF-β1, el depósito de MEC y la FAK acumulativa inducida por el estrés promueve 

fenotipos de miofibroblastos favorables a la supervivencia y antiapoptóticos (Fig.10) (Hinz & Lagares, 

2020). La susceptibilidad de los miofibroblastos a la apoptosis inducida por óxido nítrico (NO) se ha 

informado in vitro. Por lo tanto, una combinación de reducción de la expresión del factor de 

crecimiento profibrótico, aumento del recambio de ECM y aumento de la generación de NO puede 

preparar el escenario para desencadenar la apoptosis de miofibroblastos durante la resolución de la 

reparación y remodelación de tejidos (Tai et al., 2021). 

 
Figura 10. Diferenciación de los miofibroblastos y la consecuencia de su persistencia Tomado y modificado de (Hinz & 

Lagares, 2020) 
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Los fármacos antifibróticos aprobados incluyen Nintedanib y Pirfenidona. Nintedanib es un inhibidor 

de la tirosina quinasa que regula a la baja los mediadores profibróticos, incluidos el TGFβ, el receptor 

del factor de crecimiento derivado de plaquetas y el receptor del factor de crecimiento de fibroblastos. 

La pirfenidona es un fármaco de molécula pequeña que ha demostrado reducir la producción de 

colágena mediada por TGFβ además de sus efectos como agente antiinflamatorio que disminuye los 

niveles de TNF e interleucinas (Liu et al, 2019). 

Sin embargo, hasta la fecha, el antagonismo directo de los ligandos de TGFβ ha producido más 

toxicidad que beneficio. 

En relación a los modelos biológicos en animales son útiles para investigar los mecanismos de la 

enfermedad y evaluar intervenciones terapéuticas en un entorno controlado. La selección del modelo 

adecuado es importante para el diseño de estudios eficaces que contribuyen a nuestra comprensión 

de la enfermedad y mejoran el tratamiento de los pacientes. Sin embargo, existen varios modelos 

animales para estudiar la cicatrización queloide y ninguno de ellos es completamente fiel a la realidad. 

Es necesario definir criterios para determinar un modelo "estándar de oro" y medir la confiabilidad y 

reproducibilidad de los resultados, el enfoque en la medición de la fibrosis, y la aplicabilidad a las 

pruebas farmacológicas de drogas. Los diferentes modelos animales permiten estudiar las 

enfermedades fibróticas con mayor detalle y tienen implicaciones en el campo farmacológico 

(Marttala et al., 2016). 

El modelado de enfermedades de humanos utilizando células tróncales es uno de los hallazgos 

ayudarán a comprender mejor la patogénesis de la fibrosis de la piel y proporcionarán objetivos 

potenciales para las terapias de enfermedad fibrosa. 

 

1.6 Células troncales 

El descubrimiento de las células troncales se atribuye a James Thompson, quien en 1998 logró cultivar 

células troncales a partir de un embrión de rata. Sin embargo, fue en el año 2001 cuando se logró 

cultivar células troncales a partir de un embrión humano, lo que generó un gran interés en su uso 

terapéutico. Las células troncales son células indiferenciadas que tienen la capacidad de 

autorenovación y la pluripotencia que es la capacidad de  diferenciarse en cualquier tipo de célula del 

cuerpo. Se encuentran en diferentes tejidos del cuerpo humano, como la médula ósea, la piel y el 

tejido nervioso (Thompson et al., 1998). 
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Figura 11. Representación esquemática de la primera semana del desarrollo embrionario humano. El óvulo es fertilizado 

12 24 horas después de la ovulación (liberación del ovario). Dentro del huevo se forman un pronúcleo masculino y uno 

femenino que posteriormente se fusionan. Unas 30 horas después de la fecundación, el cigoto se escinde (o se divide en 

dos). El embrión recién formado se transporta a través del oviducto hasta la matriz (útero) a medida que continúa 

desarrollándose.  

 

Existen tres tipos principales de células troncales: las células troncales embrionarias (Fig. 11), las 

células troncales adultas y las células troncales pluripotentes inducidas (iPSC). Las células troncales 

embrionarias se obtienen a partir de un embrión en las primeras etapas de desarrollo y tienen la 

capacidad de diferenciarse en cualquier tipo de célula del cuerpo (Fig. 12) Por otro lado, las células 

troncales adultas se encuentran en diferentes tejidos del cuerpo y tienen una capacidad de 

diferenciación limitada. Por último el descubrimiento de las células troncales inducidas pluripotentes 

(iPSCs) en 2006 representa un hito importante en la biología y la medicina. Sin embargo, los cimientos 

para la reprogramación celular se establecieron mucho antes. En 1981, Evans y colaboradores 

demostraron que las células troncales embriónicas (ESC) podían derivarse cultivando el masa celular 

interna de blastocistos murinos (Yoshida & Yamanaka, 2017).  

 
Figura 12. Las células pluripotentes tienen la capacidad de diferenciarse  en los tres tipos de capas germinales y en todos 

lo tipos célulares que conforman un organismo. 
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Las células troncales han tenido éxito en el tratamiento de enfermedades en modelos animales y en 

algunos pacientes humanos. Por ejemplo, se ha demostrado que las células troncales pueden ser 

utilizadas para regenerar tejidos dañados en enfermedades cardiovasculares, como la insuficiencia 

cardíaca. En el caso de las enfermedades neurodegenerativas, como la esclerosis lateral amiotrófica, 

lesión de la médula espinal, las células madre han demostrado tener un efecto positivo en la 

preservación de las células nerviosas y en la mejora de los síntomas así como en el tratamientos de 

degeneración macular relacionada con la edad y diabetes tipo 1 (Blau & Daley, 2019). 

Sin embargo, el uso de células troncales también ha generado controversia debido a la obtención de 

células troncales a partir de embarazos abortados y el posible uso de células troncales embrionarias 

en la clonación humana. A pesar de esto, la investigación en el campo de las células troncales ha 

avanzado mucho en los últimos años con el descubrimiento de las iPSC y se espera que en el futuro 

puedan ser utilizadas para tratar una gran variedad de enfermedades sin las implicaciones éticas y de 

y rechazo inmunológico después del trasplante que implica utilizar células derivadas de embriones 

(Shi et al., 2017). 

1.7 Células pluripotenciales inducidas (iPSC) 

Las células pluripotentes inducidas (iPSC) son células troncales que se han obtenido a partir de células 

adultas somáticas que se han sometido a un proceso llamado reprogramación celular y tienen la 

capacidad de convertirse en cualquier tipo de tejido del cuerpo. Estas células son muy prometedoras 

porque pueden utilizarse para modelar enfermedades y para desarrollar terapias de regeneración de 

tejidos (Yamanaka et al., 2007). 

El primer descubrimiento de células iPSC se produjo en 2006 en Japón, cuando se demostró que era 

posible convertir células de piel en células madre pluripotentes utilizando factores de transcripción 

específicos asumiendo la idea que la pluripotencia puede ser inducida en células somáticas por 

factores definidos que existían en ESC y se buscaron factores de reprogramación de ESC de ratón 

basados en esta hipótesis. Como resultado, se identificaron cuatro factores de transcripción (Oct3/4, 

Sox2, Klf4 y cMyc) que fueron capaces de inducir pluripotencia en fibroblastos fetales y adultos de 

ratón (Takahashi & Yamanaka, 2006).  

El avance de iPSC de ratón a humano se logró en el breve período de un año debido al conocimiento 

acumulado de la investigación de hESC. Las iPSC humanas (hiPSC) se generaron en 2007 (Takahashi 

et al., 2007; Yu et al., 2007). Desde entonces, se han desarrollado métodos adicionales para generar 

células iPSC y se han utilizado para modelar una amplia variedad de enfermedades, incluyendo 

enfermedades cardiovasculares, trastornos neurodegenerativos y ciertos tipos de cáncer. 
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Sin embargo, hay muchos desafíos que deben abordarse para que la tecnología iPSC esté al alcance 

de muchos más pacientes. Ya que actualmente se tiene tres desafíos principales: tumorigenicidad, 

inmunogenicidad y heterogeneidad (Yamanaka, 2020).  

Uno de los primeros métodos utilizados para generar iPSCs fue el uso de plásmidos episomales que 

contenían los factores de reprogramación Oct4, Sox2, Klf4 y c-Myc. Este método fue muy eficaz para 

generar iPSCs a partir de células de la piel humana y permitió la generación de líneas celulares 

estables de iPSCs (Okita et al., 2011).  

Para hacer las iPSCs más aplicables en la clínica, se han desarrollado varios métodos no integrantes 

para evitar el riesgo de mutagénesis por inserción y alteraciones genéticas asociadas con la 

transducción mediada por vectores retrovíricos y lentivíricos. Estos métodos incluyen la 

reprogramación utilizando ADN episómico, mensajeros sintéticos modificados, virus Sendai, 

microRNAs y pequeñas moléculas, aunque la aproximación con pequeñas moléculas todavía no es 

aplicable a la derivación de iPSCs humanas (Takahashi & Yamanaka, 2016).   

1.7.1 Aplicaciones de las iPSC. 

El primer estudio clínico para evaluar células derivadas de iPSC humanas se inició en 2014. El estudio 

utilizó células epiteliales del pigmento retiniano (RPE) derivadas de iPSC humanas para tratar la 

degeneración macular, y se informó que el tratamiento mejoraba la visión del paciente. Aunque el 

ensayo se suspendió posteriormente debido a la identificación de dos variantes genéticas en las iPSC 

de un segundo paciente, se prevé que se reanude (Scudellari, 2016). 

Además, se han llevado a cabo otros estudios clínicos para evaluar el uso de células iPSC en el 

tratamiento de enfermedades. Por ejemplo, se han iniciado estudios clínicos con células iPSC para 

tratar la degeneración macular relacionada a la edad, la enfermedad de Parkinson, lesión de la médula 

espinal, diabetes e infarto de miocardio lo que resalta la importancia de esta tecnología en el 

tratamiento de enfermedades humanas (Trounson & DeWitt, 2016).  

Aunque el uso de células iPSC tiene el potencial de ser una herramienta muy útil en el tratamiento de 

enfermedades, todavía hay muchos desafíos técnicos y científicos que deben abordarse antes de que 

esta tecnología esté disponible de manera amplia. Por ejemplo, es importante desarrollar técnicas 

para controlar el crecimiento y diferenciación de las células iPSC para que se conviertan en los tipos 

de tejidos deseados y para evitar el riesgo de formación de tumores. También es importante investigar 

los posibles efectos a largo plazo de utilizar células iPSC en el cuerpo humano y asegurar la calidad y 

seguridad de las células utilizadas en terapias (Shi et al., 2017). 
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A pesar de estos desafíos, el campo de las células iPSC ha avanzado enormemente en los últimos años 

y es probable que en el futuro veamos un mayor uso de estas células en la investigación especialmente 

en el modelado de enfermedades que no tienen un estándar en modelos animales tal como el estudio 

de la cicatriz hipertrófica en la piel (Takahashi & Yamanaka, 2016).  

 
Figura 13. Esquematización del uso de células pluripotenciales inducidas iPSC para el modelado de enfermedades, su 

implicación en la búsqueda de nuevos fármacos y uso de estos en la medicina personalizada. Tomado de Shi et al., 2017. 
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2. Antecedentes.  

El artículo de Okita et al. (2011) es un importante antecedente en la generación de células 

pluripotentes inducidas (iPSC) humanas a partir de fibroblastos. Utilizando virus adenovirales y 

episomales como vectores, los autores desarrollaron un método más eficiente y seguro para generar 

iPSC, lo que aceleró el desarrollo de modelos biológicos basados en células iPSC para células 

humanas. 

3. Hipótesis 

• Si aislamos y reprogramamos miofibroblastos derivados de cicatriz hipertrófica hacia IPSC, 

los marcadores moleculares de fibrosis se expresarán en las IPSC obtenidas. 

4. Objetivos 

4.1 General 

• Obtener miofibroblastos hipertróficos de biopsias de paciente con cicatriz hipertrófica e 

inducir su reprogramación hacia IPCS. 

4.2 Particulares 

1.-Obtener biopsia de cicatriz hipertrófica derivadas de cirugía estética y/o reconstructiva del Instituto 

Nacional de Rehabilitación.  

2.-Aislar miofibroblastos de las biopsias obtenidas. 

3.-Caracterizar los miofibroblastos obtenidos.  

4.-Obtener fibroblastos embrionarios de ratón (MEF) y arrestarlos en G0 

5.-Reprogramar fibroblastos a células pluripotenciales Inducidas (iPSC). 

6.-Carácterizar los marcadores moleculares de la fibrosis en las iPSC obtenidas. 

Planteamiento del problema 

Cuando la piel sufre daños quirúrgicos o no quirúrgicos el tejido tiene limitantes en su capacidad de 

repararse y en algunas ocasiones puede llegar a producir una cicatriz hipertrófica. La fibrosis es un 

resultado no deseado de la cicatrización y del subsecuente tejido de reparación en varios tejidos del 

cuerpo y no existe un tratamiento adecuado.  

Al reprogramar miofibroblastos de pacientes con cicatriz hipertrófica, resaltará la importancia del uso 

de iPSC como modelo biológico para avanzar en el estudio de los mecanismos moleculares y de 

diferenciación celular presentes en los miofibroblastos derivados de una cicatriz hipertrófica en el 

humano. 
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5 Metodología. 

5.1 Obtención de la biopsia de paciente y cultivo primario. 

Se obtuvieron muestras de piel de paciente con cicatriz hipertrófica derivados de cirugía estética y/o 

reconstructiva del Instituto Nacional de Rehabilitación. Cuyos criterios de inclusión son: muestras de 

un paciente adulto con cicatriz hipertrófica con al menos un año de evolución y de extensión de al 

menos 5cm2, sin tratamiento previo de al menos 1 mes antes de la resección de la cicatriz. 

Posteriormente se colocaron en 6 pedazos en cajas de 6 pozos tratados previamente con gelatina, con 

medio DMEM 1X [Dulbecco´s Modified Eagle´s Medium. (Gibco; Life Thecnologies, Grand  Island, NY, 

USA)]  acondicionado con 20% de  suero fetal bovino (SFB;Gibco),  1% de antibiótico [penicilina 

10.000 U/mL y estreptomicina 10.000µg/mL. Gibco)] durante 1 semana, después el medio fue 

reemplazado por medio DMEM 10% SFB con 1% de antibiótico. Posteriormente se monitoreo 

diariamente mediante microscopia para verificar el crecimiento de miofibroblastos. Una vez que se 

obtuvieron suficientes miofibroblastos se procedió a expander el cultivo en botellas de cultivo de 75 

cm2 (Corning, Corning NY, USA). Ya obteniendo densidades celulares de más de 1x106 células se 

procedió a  aislar  las células desprendiéndolas con tripsina (Gibco) y neutralizando con medio 

DMEM10% SFB con 1% antibiótico en una proporción 1:1 procediendo a centrifugar en tubos de 

centrifuga de 15mL (Corning) a 1500 rpm para su posterior criopreservación en 1ml de medio DMEM 

10% SFB con 1% antibiótico y 10% de  dimetilsulfóxido (DMSO Sigma Aldrich, St. Lois, MO, USA). Las 

muestras fueron almacenadas en viales criogénicos de rosca interna   de 2mL (Corning)  en N2 líquido.

 
Figura 14. Obtención del cultivo primario y caracterización molecular de la línea celular proveniente de una biopsia de paciente con 

cicatriz hipertrófica. 
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5.2 Inmunofluorescencia 

En cajas de 24 pozos [191 mm2, (Costar, Corning NY, USA)] se depositaron cubreobjetos tipo circulares 

y se les agregaron 500µl de gelatina de cerdo 0.5% (Sigma Aldrich, St. Lois, MO, USA) a cada pozo y 

se dejó incubando la caja a 37ºC /5% y CO2 durante 24hrs con el objetivo de qué las células se 

adhieran al cubreobjetos. 

Se cultivó la línea celular BJ (fibroblastos humanos de prepucio de recién nacido) como control y 

miofibroblastos de muestras de paciente con cicatriz hipertrófica en las siguientes condiciones: medio 

DMEM 10% SFB 1% antibiótico/ 37ºC/ 5% CO2 , hasta alcanzar una confluencia celular del 90% 

posteriormente se trataron con  5ml de tripsina (Gibco) al 0.3%  y se incubaron a 37ºC/ 5% CO2 durante 

8 min. Se agregaron 5ml de medio DMEM 10% SFB para parar la reacción y se centrifugaron en tubos 

de centrifuga de15ml a 1000rpm durante 5min. 

Se procedió a descartar el sobrenadante y se agregó 1ml de medio DMEM 10% SFB para su conteo 

celular mediante cámara de Neu Bauer, se tomaron 25000 células para cada pozo. En total se 

cultivaron 5 pozos por línea celular y se  incubaron en 500µl de medio DMEM 10% de SFB 1% 

antibiótico / 37ºC/ 5% CO2 durante 24hrs. 

Una vez transcurridas las 24 hrs. se descartó el medio y  realizaron 3 lavados a los pozos con 500µl  

de PBS 1X (Gibco)  durante 5 min en agitación y se procedió a fijar las células con  500µl solución de 

paraformaldehído (Sigma- Aldrich) al 4% durante 1hrs en agitación. Ya fijadas las células se procede 

a realizar 3 lavados con 500µl  de PBS 1X 0.1% de albúmina de suero bovino (BSA, Bio-Rad, Berkeley, 

California, USA) durante 5 min en agitación. 

Para el bloqueo y permeabilización de agregaron 500µl con una solución de PBS1X 10% Suero normal 

de cabra (SNC)  y 0.3% de TRITON 100X (Sigma) durante 1 hrs, posteriormente se procedió a realizar 

3 lavados con 500µl  de PBS 1X 0.1% de BSA durante 5 min en agitación. 

La incubación con anticuerpo primario para la detección de las proteínas α-SMA, Colagena tipo I, 

TGFb-1, y faloidina (Abcam, Cambridge, UK) se realizó añadiendo una solución de PBS1X 10% sueron 

normal de caballo (SNC, Abcam) en un volumen de 1:50 de anticuerpo primario. Se dejo incubar toda 

la noche a 4ºC y se procedio a realizar 3 lavados 500µl de PBS 1X 0.1% de BSA durante 5 min en 

agitación. 

Se procedió a realizar la incubación de anticuerpo secundario (Abcam) durante 1 hrs. para el caso de 

α-SMA TGFb-1 y faloidina se utilizo una solución de PBS1X 10% SNC con anticuerpo Alexa Fluor 488 

(Abcam) en una concetración 1:500 y en el caso de Colagena tipo I se utilizo una solución de PBS1X 
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10% SNC con anticuerpo DyE (Abcam) en una concentración de 1:1000 y se procedió a realizar 3 

lavados con 500µl  de PBS 1X 0.1% de BSA durante 5 min en agitación. 

Para teñir los núcleos se agregó una gota de DAPI (Abcam) en un portaobjetos y se montó el 

cubreobjetos redondo con las células tratadas sobre la gota depositada.  

  
Figura 15. Diagrama de trabajo para realizar la metodología de inmunofluorescencia.  

5.3 Obtención de fibroblastos embrionarios de ratón (MEF) 

Los fibroblastos se obtienen de embriones de ratón Mus musculus con 13.5 días de gestación. Para 

obtener los embriones, se sacrifica la rata preñada mediante dislocación cervical. Se desinfecta el 

abdomen con etanol 70%, se abre la pared abdominal y se extrae el útero, que se introduce en una 

caja  de  Petri  con  50  ml  de  solución  de  Krebs.  Se  disecciona  el  útero  con  pinzas  para  sacar  los  

embriones y se elimina la placenta con otras pinzas de disección. Se elimina la cabeza, el hígado y las 

vísceras de cada embrión para únicamente quedarse con la cavidad torácica. Ésta se pasa a otra placa 

con una solución de amortiguador de fosfatos (PBS) 1x donde se trocea lo más posible con las pinzas. 

Los agregados celulares se disocian mecánicamente con una jeringa y se colocan en cajas de Petri de 

100 mm previamente tratadas con gelatina al 0.5% (Sigma-Aldrich, USA). Los fibroblastos son   

mantenidos   en   estas   cajas   con   medio   DMEM   alto   en   glucosa   (Gibco)   suplementado con 

10% de SFB (Gibco) y 1% de Penicilina/estreptomicina  (Gibco). Los  fibroblastos  obtenidos  

directamente  de  los  embriones se denominan fibroblastos pasaje c ó MEFs p0 (por sus siglas en 

inglés: Mouse Embryonic Fibroblast).  
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Figura 16. Diagrama de trabajo para realizar la metodología de la obtención de células alimentadoras.  
5.4 Pasaje celular de fibroblastos 

Cuando los fibroblastos hayan alcanzado una confluencia cercana al 100% de la superficie donde 

están sembrados, se realiza su pasaje celular. Se lavan las cajas con PBS 1X para quitar todas las 

células que no se hayan adherido. Se aspira el PBS, se coloca Tripsina al 0.5%  y se incuba durante 5-

8 minutos a 37 °C. La reacción de la Tripsina se detiene con medio con suero y  se  centrifuga  la  

suspensión  a  1200  rpm  por  5  minutos.  Se  decanta  el  sobrenadante,  el  pelet  se  resuspende  en  

5  ml  de  medio  y  se  realiza  un  conteo  celular  con  azul  de  tripano  en  un  hematocitómetro (Cámara 

de Neubauer). Se distribuye el medio con las células en frascos T25 (Corning) previamente tratados 

con gelatina de piel de porcino al 0.5% y se mantienen con medio DMEM/ 10%SFB/ 1% antibiótico. 

Los fibroblastos subcultivados aumentan su número de pasaje, siendo utilizando el pasaje 1 

primeramente.   

 

5.5 Reprogramación celular de miofibroblastos obtenidos de paciente y células BJ. 

Se realizó una electroporación de los plásmidos episomales de Yamanaka que contienen 5 factores 

de transcripción L-MYC-Lin28 (pCXLE-hUL plásmido Addgene n.º 27080) Sox2-Klf4 (pCXLE-hSK 

plásmido Addgene n.º 27078),  Oct3/4 (pCXLE-hOCT3/4 plásmido Addgene n.º 27076) y además de 

tener un plásmido reportero con el gen del GFP (pCXLE-EGFP plásmido Addgene n.° 27082) (Apéndice 

1). Los plásmidos se nucleofectaron en en dos diferentes concentraciones (1µg y 3µg) a en una 

confluencia celular de 100,000 miofibroblastos obtenidos de un tejido con cicatriz hipertrófica. Una 

vez realizada la electroporación se procedió a cultivar las células con medio DMEM 10% SFB con 1% 

de antibiótico. Al siguiente día se le agregó Ac. Valproico que se ha documentado aumenta la 

eficiencia de la reprogramación celular y se le aplicó cada 2 días durante seis días. Posteriormente se 

levantaron con  enzimas TrypLE (Gibco) y se cultivaron en una caja de cultivo circular de 100mm con 

células alimentadoras fibroblastos embrionarios de ratón (MEFi) previamente inoculadas y medio 
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DMEM Knock-out (Gibco) para células troncales y complementado con 20% de reemplazo de suero 

(Gibco) . Se monitoreo el cultivo con microscopia óptica  y de fluorescencia. 

 

 
Figura 17. Diagrama de trabajo para realizar la metodología de reprogramación celular. 
5.6 Ensayos de migración celular  

Con el objetivo de medir la capacidad de migración celular de las líneas celulares BJ y miofibroblastos 

se realizóun ensayo de cierre de hérida, para ello se obtuvieron cultivos en monocapa con una 

confluencia de aproximadamente 90% en placas de 6 pozos, asegurando que ambas líneas celulares 

tuvieran la misma confluencia celular. Posteriormente se procedió a realizar la “herida” trazando una 

línea con puntas estériles (P200) en un ángulo de aproximadamente 30º. Una vez realizada la “herida” 

se procedió a lavar el pozo dos veces con PBS para descartar los restos celulares desprendidos de la 

zona de la “herida”. 

Posterior a la creación de la herida se tomaron micrografías con el objetivo de 10X a las 0 y 24 hrs de 

la zona en donde se realizó la “herida” para evaluar la migración celular general. 
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Figura 18. Diagrama de trabajo para realizar la metodología del ensayo de migración. 

 

5.7 Ensayos de viabilidad celular 

Se realizaron ensayos MTT con el objetivo de medir el metabolismo celular viable, incubando con 

5X103,10X103,20X103,40X103,80X103, y 120X103 células de las líneas celulares BJ y 

miofibroblastos por 24 hrs. a 37ºC en placas de 96 pozos. Posteriormente se agregaron a las células 

10µl de reactivo MTT (Sigma- Aldrich) con una concentración de 5mg/ml en 190µl de medio DMEM 

10%SFB, 1% antibiótico y se dejó incubar a 37ºC por 4 hrs. 

Una vez terminada la incubación se procedió a disolver los critales de formazán agregando 200µl de 

una solución 1:1 de alcohol isopropilíco (Sigma-Aldrich) y DMSO, para su posterior lectura por 

espectrofotometría a una longitud de onda de 570-630nm (Kumar et al., 2018). 
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Figura 19. Diagrama de trabajo para realizar la metodología del ensayo de viabilidad celular  MTT. 

 
 

 5.8 Ensayos RT.PCR 

Se agregaron 5 µl de la mezcla de buffer 5X DTT 0.01M, 25 mM de cada dNTP, oligonucleótido Nedted-

dt 10mM y 200 U de la enzima retotranscriptasa Super Script. III (Invitrogen). La reacción se llevó a 

cabo en el termociclador con capacidad de incubación de la siguiente manera 10 min a 22ºC de 

polimerización a 42ºC y 15 min a 70ºC para inactivar la reacción. Los productos de amplificación se 

resolvieron en geles de agarosa al 2% teñidos con GelRed (Biotium Landing Parkway 

Fremont, CA, USA (1%), y se estimo su tamaño con el marcador de peso molecular ( escalera de 1kb, 

Invitrogen).  

El cDNA resultante se utilizo como templado para detectar los transcritos mediante PCR. Para cada 

reacción se usaron 1U de polimerasa (Sigma) Buffer 1X MgCl2 2mM, 25mM de cadad dNTP, 100ng 

de cada oligonucleotidos requeridos. Se usaron 15 ciclos 20 seg de desnaturalización a 92ºC , 30seg 

de alineamiento 45 ºC y 45 seg de elongación a 72ºC. Los productos de amplificación se resolvieron 

por electroforesis en geles de agarosa al 2% teñidos con GelRed al 1%. 
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Figura 20. Diagrama de trabajo para realizar la metodología del ensayo de RT-PCR. 

 

5.9 Análisis estadístico. 

Los datos obtenidos fueron procesados mediante el software PRISMA mediante los estadísticos 

regresión lineal, y la prueba de T de Student con una p < 0.05 con experimentos por triplicado (n=3). 
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6.Resultados. 

6.1 Aislamiento de miofibroblastos. 

En esta investigación se obtuvó una muestra de piel de paciente con cicatrices hipertróficas derivadas 

de cirugías estéticas y/o reconstructivas del Instituto Nacional de Rehabilitación. La paciente cumplió 

con los criterios de inclusión  y se logró obtener una línea celular de miofibroblastos humanos a partir 

de la biopsia proporcionada. 

Una vez que se obtuvieron suficientes miofibroblastos  a partir de pacientes con cicatrices 

hipertróficas, se procedió a expandir el cultivo en cajas de 75mm y a congelar las muestras en 1ml de 

medio DMEM al 10% de SFB con 1% de antibiótico y 10% de DMSO. Las muestras se almacenaron en 

nitrógeno líquido. Los resultados mostraron que fue posible obtener y cultivar miofibroblastos a partir 

de muestras de piel de pacientes con cicatrices hipertróficas con éxito (Fig. 21). (Fig. 21). 

 
Figura 21. Microscopia de contraste de fases de Miofibroblastos obtenidos de biosias de paciente. a) Biopsia a las 48hrs. 

b) Periferia de la biopsia a los 10 días. c) Cultivo celular en cajas de 75mm con una alta densidad celular. 
6.2 Caracterización de miofibroblastos por inmunoflorescencia.  

Para confirmar que aislamos miofibroblastos a partir de las biospias de pacientes  con cicatriz 

hipertrófica se realizaron inmunoflorencencias de marcadores moleculares para células del tipo 

miofibroblasto. Se observa una mayor expresión de  las proteínas Colagena tipo I, α-SMA, , faloidina y 

TGFb-1 (Fig. 22) en células tipo miofibroblasto con respecto a las células BJ (fibroblastos), lo que nos 

indica que se obtuvo con éxito la línea celular de miofibroblastos. Para comprobar que la diferencia en 

la expresión de las proteínas sea estadísticamente significativa, se procedió a cuantificar las 

Obtención y cultivo primario de biopsias de paciente

48 hrs 5X                                                                     10 días      10X                               21 días 10 X                                                

A B C 
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inmufluorescencias. Como podemos observar en la figura 23 econtramos un aumento 

estadísticamente significativo en los miofibroblastos cuando se cuantifico la expresión relativa de 

Colágena I, α-SMA y TGFb-1 lo que nos comprueba el fenotipo celular tipíco de miofibroblasto. 

 
Figura 22. Microscopia de fluorescencia de células BJ (Control) panel izquierdo y  miofibroblastos (paciente)  panel derecho de 

diferentes marcadores moleculares:  (Col I)Colagena tipo I,  𝝰 SMA. Faloidina (Actina) y  TGFb-1. 

Col I Col I 

!SMA !SMA

Actina Actina

TFG"1 TFG"1

50!m 50!m

50!m 50!m

50!m 50!m

50!m 50!m
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Figura 23. Análisis estadístico de la expresión relativa (CTCF) de las proteínas α-SMA, Colagéna tipo I, TGFb-1, y filamentos 

de actina (Faloidina). Los asteriscos representan el valor de p: *<0.05, **<0.005, ***<0.001, NS= No hay diferencia 

significativa. 

 

6.3 Ensayos de migración celular  

Con el objetivo de continuar con la caracterización de  la línea celular del tipo miofibroblasto, se 

realizaron ensayos de migración celular (sctratch). Los experimentos realizados en fibroblastos y 

miofibroblastos muestran que los miofibroblastos (Fig. 24 panel derecho) muestran un 

desplazamiento más lento con respecto a  las células del tipo fibroblasto (Fig. 24 panel izquierdo ). 

Los resultados obtenidos concuerdan con los experimentos de migración realizados por Anderson  en 

2006. Por lo que se las células obtenidas de la biopsia se comportan como miofibroblastos ya que 

mediante densitometría se evaluó el área disponible con ayuda del software Imaje J y los datos se 

analizaron con la prueba T de Student y mostraron diferencias significativas con el área ocupada a 

través del tiempo. 
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Figura 24. Microscopia de contraste de fases en 10X del ensayo de migración de células BJ (control)  izquierda  y 

miofibroblastos derecha,  en diferentes tiempos  0, 18, 24, 42 y 60 hrs. 

Ensayo de migración BJ

100!m100!m

100!m 100!m

100!m 100!m

100!m 100!m

100!m 100!m

0 Hrs.0 Hrs.

18  Hrs. 18  Hrs.

24  Hrs. 24  Hrs.

42  Hrs. 42  Hrs.

60  Hrs. 60  Hrs.



    
 

  

38 

 

   
Figura 25. Análisis estadístico del ensayo de “scratch” o migración celular. Se observan las medias del porcentaje de área 

disponible n=3 ( BJ y  miofibroblastos) en diferentes tiempos (0,18,24,42 y 60 hrs). Los asteriscos representan el valor de 

p: ***<0.001 

6.4 Ensayo de viabilidad celular (MTT) 

Para conocer el efecto metabólico de células tipo miofiroblasticas y fibrobroblasticas se realizó un 

ensayo de actividad metabólica a través  de  la  reducción  de  MTT. Se observa que las células del tipo 

fibroblasto tienen una mayor actividad metabólica con respecto a las células tipo miofibroblasto 

(Fig.26). 

   
Figura 26. Análisis estadístico de regresión lineal del ensayo MTT se observa una mayor actividad metabólica en células BJ 

(azul punteada) con respecto a las células tipo miofibroblasto (negra). 
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6.5 Análisis de la expresión del mRNA de Colagena tipo I,α SMA y TGFb-1 por ensayos RT-PCR. 

Para medir la expresión de mRNA de Colagena tipo I,α- SMA  y TGFb-1 en el cultivo primario obtenido 

de biopsias de paciente con cicatriz hipertrófica se utilizó el método de RT-PCR en punto final (Fig. 27). 

Para el procedimiento se preparó cDNA a partir de las muestras de RNA total extraídas tanto del cultivo 

primario así como de fibroblastos de prepucio de neonato humano como control. Posteriormente se 

realizaron  reacciones en cadena de la polimerasa (PCR) con oligonucleótidos específicos para el 

reconocimiento de los mRNAs de Colagena tipo I (COL1A1), actina alfa del músculo liso (ACTA2) y 

TGFb-1 (TGFB1), observándose las siguientes bandas del tamaño esperado (Tabla 1. Apéndice 1) 

tanto en la líneas celulares de cultivo primario así como en la línea control teniendo una mayor 

expresión relativa de la línea celular proveniente de la biopsia (Fig. 28). Así, con este ensayo se 

confirmó que en el cultivo obtenido de paciente con cicatriz hipertrófica hay una mayor cantidad de 

células del tipo miofibroblasto ya que se realizaron análisis estadísticos del tipo T de Student con un 

valor de  p de 0.05 mínimo tomando en cuenta los valores de densitometría obtenidos por el software 

Image J (Fig. 28).  

 

 
Figura 27. Izq. Ensayo PCR de cDNA de línea celular BJ para probar los oligonucleotidos de Colagena tipo I, SMA  y TGFb-

1. Centro Ensayo RT-PCR para verificar la abundancia del mRNA  de Colagena tipo I, SMA  y TGFb-1 en la línea celuar BJ 

(control) y en la línea obtenida de biopsia de paciente con cicatriz hipertófica utilizando RNA total (cDNA) y control negativo 

de la retrotrasncripción en el que se utilizó H2O en lugar de enzima (RT-) .Derecha. Ensayo de integridad de ARN (RIN) 

RT-PCR
MPM. COL I SMA TFGB1 MPM. COL I SMA TFGB1.          (-)              COL I SMA TFGB1

BJ                                                MIO
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Figura 28. Cuantificación de la expresión relativa del ensayo RT-PCR en líneas celulares BJ y cultivo primario obtenido de 

paciente con cicatriz hipertófica (MIO) n=3. Los asteriscos representan el valor de p: *>0.05, **=0.005, ***>0.001. 

 

6.6 Aislamiento  de fibroblastos embrionarios de ratón (MEF) 

Con  la  intención  de  obtener  una  capa  adherente  que  soportara  el  mantenimiento  y  crecimiento  

de  las  células  troncales  pluripotenciales,  se  realizó  el  cultivo  y  posterior  inactivación  (por 

radiación) de fibroblastos embrionarios de ratón (Fig. 29). 

 
Figura 29. (A) Embrion de Embrión de ratón Hembra Mus musculus (Balb/C) embarazada de 13.5 días de gestación. (B ) 

Microscopia óptica de líneas celulares obteniadas a partir de los embriones. 

 

6.7 Reprogramación células BJ y miofibroblastos 

Fibroblastos humanos BJ1  y miofibroblastos fueron reprogramados (Fig.30, 31) utilizando plásmidos 

episomales según el método de Okita et al., 2011. Durante los primeros días después de la 

transfección, se observa una alta  proporción  de  células  que  no  sobreviven al  procedimiento. 

Después  de  6  días  de  iniciado  el  experimento,  se  observa  la  aparición  de  algunos  cúmulos  

cuyas  células  tienen  un  aspecto  más  redondo y de menor tamaño que el que tienen los fibroblastos. 

Con el paso de los días, los cúmulos observados siguieron creciendo en el número de células que 
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contenían. A partir de 12-14 días post-transfección, los cúmulos celulares comienzan a parecer 

colonias con clara morfología tipo hESC, las cuales  se  siguieron cultivando pero en el proceso de 

expansión perdieron la capacidad de proliferación.  

Mediante microscopia de fluorescencia se detecto el gen reportero que codifica para la proteína GFP 

en la figura 37 se observa como células dentro de la población celular emiten la señal de la GFP lo que 

nos indica que la electroporación tuvo éxito. Además se observa como los miofibroblastos comienzan 

a cambiar morfologicamente de células alargadas y estrelladas a células redondeadas que son una 

caracteristica de las células troncales. 

Las iPSC obtenidas tienden a agruparse y formar colonias alrededor del día 20 post transfección. 

También se observo que el número de células alimentadoras (MEFi) es de suma importancia para 

mantener la pluripotencia de las células, ya que si no hay suficientes la colonia en la periferia comienza 

a tomar nuevamente una morfología de fibroblasto. 

 
Figura 30. Microscopía de fluorecencia y óptica de los cultivos transfectados de BJ con los factores de Yamanaka en 

diferentes tiempos: (A) 7 días (B) 15 días  (C) 25 días  (D)  35 días post transfección. En total se obtuvieron 13 colonias de 

IPSC. 

 
Figura 31. Microscopías ópticas y de fluorescencia de los cultivos transfectados de miofibroblastos con los factores de 

Yamanaka en diferentes tiempos: (A) 7 días (B) 15 días  (C) 25 días  (D)  31 días post transfección. 

Reprogramación celular BJ

Microscopia en contraste de fases de celulas BJ sometidas al proceso de reprogramación celular (A) 7 días Días post 
transfección (B) 20 días  (C) 25 días  (D)  35 días

40X                                                     5X                                 5X    5X

Se obtuvieron 13 colonias en total.

A                                B                                  C                                      D 

Reprogramación celular MIO

Microscopia en contraste de fases de celulas BJ sometidas al proceso de reprogramación celular (A) 7 días Días post 
transfección (B) 15días  (C) 25 días  (D)  31 días

10X                                                     40X                                 10X                10X

Se obtuvieron 13 colonias en total.

A                                B                                  C                D 
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7. Discusión  

La cicatrización es un proceso complejo en el que se reestablecen las propiedades mecánicas y 

fisiológicas de la piel.  Los fibroblastos tienen la función de contraer las heridas y secretar elementos 

de la matriz extracelular durante la cicatrización, pero una proliferación descontrolada de fibroblastos, 

miofibroblastos y una excesiva deposición de la matriz extracelular contribuyen a la formación de una 

cicatriz hipertrófica.  

La activación de los miofibroblastos es clave para la reparación de las heridas, ya que son las 

principales células que secretan matriz extracelular durante la cicatrización y la fibrosis y son 

responsables de la contractibilidad en el tejido de cicatrización y su maduración. El papel de los 

miofibroblastos en el desarrollo de la matriz extracelular y en la reparación anormal del tejido ha sido 

estudiado en diversos órganos como el pulmón (Hardie et al., 2009), hígado (Hernández-Gea et al., 
2011), riñón (Meran et al., 2011), músculo esquelético (Serrano et al., 2011), y corazón (Blankesteijn 

et al., 2010). La obtención de miofibroblastos de humanos es un proceso que puede realizarse a partir 

de biopsias de diferentes tejidos humanos, como la piel, el pulmón y el hígado y así poder ayudar en 

su investigación utilizando cultivos in vitro como modelos biológicos de estudio de la fibrosis en 

humanos (Thannickal et al., 2014).  

Por lo que se procedió en este estudio a obtener biopsias de piel de pacientes con cicatriz hipertrófica 

derivados de quemaduras, obtener cultivos primarios y caracterizar los miofibroblastos mediante 

técnicas de análisis de proteínas y ácidos nucleicos, como  inmunofluorescencia y RT-PCR, evaluando 

la expresión relativa de marcadores específicos de miofibroblastos (α-SMA, Col I, Actina y TGFβ-1) y 

así determinar las caracteristicas de expresión génica del cultivo obtenido de la biopsia,  que tuvieron 

una alta expresión de los marcadores de miofibroblasto (Hetzler et al., 2019).  

Además de estas técnicas moleculares, los miofibroblastos se caracterizaron mediante ensayos 

funcionales para complementar la caracterización, como fue el ensayo MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-

yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) y el ensayo de migración que son útiles para comparar la 

viabilidad celular y la capacidad de movilidad de los miofibroblastos con la de otros tipos de células, 

como los fibroblastos (Meyer-ter-Vehn et al., 2006).  

Los ensayos  funcionales que  se utilizaron  para caracterizar a los cultivos primaros  indican que hay 

una diferencia entre ambas líneas celulares mostrando  que el cultivo primario contiene el tipo celular 

de   miofibrolastos. (Micallef et al., 2012). Esto debido a que existe un estudio que comparó la 

actividad metabólica de miofibroblastos y fibroblastos de pulmón humano encontró que los 
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miofibroblastos tenían una mayor actividad mitocondrial  así como se desmotró en los experimentos  

de viabilidad con el reactivo MTT realizados en este estudio ya que la contracción es crucial para 

mantener el fenotipo diferenciado de los miofibroblastos. La contracción es un mecanismo 

dependiente de la energía que se basa en la producción de ATP por las mitocondrias y/o la glucólisis 

lo que representa  una mayor tasa de consumo de oxígeno que los fibroblastos  por ende una mayor 

actividad metabólica, los miofibroblastos al tener una mayor actividad contráctil reduce su migración 

que concuerda con los datos de este estudio. Así mismo en los miofibroblastos estudiados por  

Bernard  et al., 2015 tuvieron una mayor expresión de genes mitocondriales. Lo que sugiere 

fuertemente que en el cultivo primario obtenido de biopsias de paciente con cicatriz hipertrófica hay 

principalmente miofibroblastos ya que presentaron una mayor viabilidad celular  que las células 

control utilizados que fueron fibroblastos de prepucio de neonato. 

Además, se ha comparado la actividad metabólica de miofibroblastos y fibroblastos de hígado 

humano y se encontró que los miofibroblastos tenían una mayor tasa de producción de ácido láctico y 

una mayor actividad lítica que los fibroblastos. Los miofibroblastos también tuvieron una mayor 

expresión de genes relacionados con la oxidación de ácidos grasos y la producción de ATP. 

Estas diferencias en la actividad metabólica pueden tener importantes implicaciones en el papel de 

los miofibroblastos en la fibrosis y en la cicatrización de heridas (Chen et al., 2020). 

En conjunto los datos moleculares y funcionales indican que en nuestro cultivo primario obtenido de 

biopsias de paciente con cicatriz hipertrófica corresponden a miofibroblastos humanos. 

Una vez caracterizados, los miofibroblastos,  se procedio a la reprogramación de ambas líneas 

celulares,  mediante el uso de factores de transcripción específicos y técnicas de ingeniería genética 

como es la nucleofección y vectores virales (Yamanaka et al., 2016). 

La reprogramación de células somáticas a células pluripotentes inducidas (iPSC) es un proceso crucial 

en la medicina regenerativa y en la investigación biomédica para la generación de módelos biológicos 

de enfermedades en humanos. A pesar de que la reprogramación celular se ha convertido en un 

proceso relativamente común, aún no se comprenden completamente los mecanismos moleculares 

que subyacen a este proceso. Una de las formas de hacerlo es mediante el uso de plásmidos 

episomales, que son fragmentos de ADN que se insertan temporalmente en el genoma de la célula y 

se replican junto con él (Okita  et al., 2011). En este estudio se utilizaron plásmidos episomales para 

nucleofectar a los miofibroblastos obtenidos con factores de transcripción de Yamanaka que 

promuevan su diferenciación hacia iPSC. 
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Otra forma de diferenciar miofibroblastos hacia iPSC es mediante el uso de vectores virales, como el 

virus de Sendai. Los vectores virales se pueden utilizar para transducir a los miofibroblastos con 

factores de transcripción específicos que promuevan su diferenciación hacia IPSC, como los factores 

de transcripción de Yamanaka (Fukashi et al., 2009). 

La reprogramación de miofibroblastos hacia iPSC puede ser útil para estudiar la biología de estas 

células, su diferenciación y su papel en diferentes procesos patológicos, como la fibrosis, ya que 

actualmente no existe un módelo estandar para su estudio en células humanas (Gao et al., 2018). 

Además, la obtención de iPSC a partir de miofibroblastos puede ser un buen modelo de estudio para 

desarrollar terapias celulares personalizadas para tratar diferentes enfermedades, ya que las IPSC 

pueden ser diferenciadas en cualquier tipo de célula del cuerpo humano (Trounson & DeWitt, 2016).) 

Sin embargo, a pesar de los esfuerzos realizados, la diferenciación de miofibroblastos hacia IPSC ha 

sido hasta el momento bastante ineficiente y ha resultado en éxitos limitados en nuestro estudio. No 

así para la reprogramación de los fibroblastos con los que si tuvimos existo en la reprogramación. La 

deficiencia en la reprogramación podría deberse a que  el ADN episomal puede ser eliminado de la 

célula durante la reprogramación o durante el proceso de diferenciación, lo que puede limitar la 

estabilidad de las líneas celulares de iPSCs generadas. 

 Además, es posible que la capacidad de los miofibroblastos para diferenciarse hacia IPSC dependa 

de factores específicos del individuo donde provienen las muestras, como su edad y estado de salud 

(Hishida et al., 2022). 

Así mismo la memoria sómatica de células que se refiere a los rasgos fenotípicos y funcionales de una 

célula que se derivan de su linaje celular, su edad y su entorno metabólico. La memoria somática se 

considera una propiedad intrínseca de las células somáticas que se conserva durante la 

reprogramación celular principalmente en céluas con una alta difereciación como los miofibroblastos 

lo que pudo ser una limitante para el proceso de reprogración celular (Khoo et al., 2020).  

Otros estudios han demostrado que las células iPSC no son  idénticas a las células troncales 

embrionarias. Algunas marcas epigenéticas en las células somáticas no se borraron por completo 

durante la reprogramación y se transmitieron a las células iPSC que luego se conservaron como 

memoria. A menudo se encontró que esta memoria somática se manifiesta como una mejora funcional 

en el potencial de diferenciación de las células iPSC hacia el tejido de origen. La primera evidencia de 

retención de memoria somática fue revelada por Kim et al. en 2010 quienes demostraron que las 

células iPSC pueden retener firmas epigenéticas de origen somático y mostraban preferencia en la 

propensión a la diferenciación hacia su tejido de origen.  
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Se ha demostrado que los miofibroblastos que generan fibrosis en diferentes tejidos (corazón, hígado, 

riñón, pulmón, y ojo) tienen una alta cantidad de modificaciones epigéneticas que van desde 

metilación de ADN, modificaciones en histonas y ARNs no codificantes que tienen implicación en 

multiples genes y su expresión, contribuyendo al régimen transcripcional de los miofibroblastos que 

influyen en el fenotipo de los miofibroblastos que ocasionan fibrosis. Se ha identificado un número 

cada vez mayor de modificaciones epigenéticas en la regulación de estas vías de señalización que 

impulsan la activación de miofibroblastos y la progresión de la enfermedad (Duong & Hagood, 2018). 

Por lo que se infiere que estás marcas epigenéticas en los miofibroblastos tienen una implicación 

negativa en el proceso de reprogramación celular, además de que este tipo celular tiene una alta 

actividad metabólica y una memoria somática  ya que es un tipo de célula altamente especializada, lo 

que en conjunto implica limitantes en su diferenciación completa hacía iPSC ya que en la células 

reprogramadas se notaba el inicio de la reprogramación celular pero no llegaban a formar colonias. 

Se nececita de una mejora en la eficiencia de reprogramación en este tipo de células derivadas de 

paciente y además altamente diferenciadas añadiendo otros factores de reprogramación además de 

los canónicos así como Lapasset et al.  en 2011 informaron que mediante el uso de un cóctel que 

contenía genes para los cuatro factores de Yamanaka junto con NANOG y LIN28 para la 

reprogramación de células iPSC, lograron la generación de células iPSC a partir de fibroblastos en 

proliferación y fibroblastos senescentes, con una eficiencia generativa similar. 

Para mejorar la eficiencia de la reprogramación celular  Velychko et al. en 2019 mostraron que la 

sobreexpresión de OCT4 durante la reprogramación provoca cambios epigenéticos que deterioran la 

calidad de las iPSC. La eliminación de OCT4 de los factores para la inducción del proceso de 

reprogramación celular, genera iPSC con un potencial de desarrollo equivalente a las células troncales 

de origen embrionario, según lo determinado por su capacidad para generar ratones iPSC a través de 

la complementación de experimentos obteniendo exitosamente de embriones tetraploides.   

También se ha visto que OCT4 es un mediador clave de la reprogramación de células madre 

pluripotentes inducidas (iPSC),   ya que Rallabandi et al., en 2022 utilizando vectores de 

reprogramación con virus de sarampión, controlaron la expresión  microARN (miARN) dirigidos a OCT4 

exógeno para detener su expresión durante la fase de transición mesenquimal a epitelial de la 

reprogramación. Mostraron que el OCT4 exógeno se requiere solo para el inicio de la reprogramación 

y es prescindible para la etapa de maduración. Sin embargo, la expresión continua de SOX2, KLF4 y c-

MYC es necesaria para la etapa de maduración del iPSC. Por lo que el control de la expresión de OCT4 

conduce a un aumento en la eficiencia de la  reprogramación celular. Este nuevo enfoque podría 
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aplicarse a sistemas celulares de dificíl obtenición como los miofibroblastos para mejorar la eficiencia 

de los procesos  de obtención de iPSC que son inducidos por vectores o plásmidos episomales. 

 

8. Conclusiones 

Los miofibroblastos obtenidos de biopsias de paciente con cicatriz hipertrófica  expresan los 

marcadores de células del tipo miofibroblasto  (α-SMA, Col I, Actina y TGFβ-1),  tienen una mayor 

actividad metabólica y  una menor capacidad  de migración con respecto a los fibroblastos. Los 

fibroblastos BJ si se lograron  reprogramar hacia células pluripotenciales inducidas.  Los 

miofibroblastos aislados a partir de la biopsia no se lograrón reprogramar. 
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Anexo 1:  Información general experimental 

Tabla 1. Información de los genes análizados para el ensayo RT-PCR  

 

 
Diágrama del plásmido pCXLE-hSK 

 

Gen  Oligo Secuencia 5-3’ Oligo Secuencia 3’-5’  TM Longitud 

del 

amplicon 

TGFb-1 TGCAAGTGGACATCAACGGG GCACGATCATGTTGGACAGC 59ºC 2421 

Colágena 

tipo I 

TGACGAGACCAAGAACTGCC GCACCATCATTTCCACGAGC 59ºC 3639pb 

a-SMA ACTGCCTTGGTGTGTGACAA TCCCAGTTGGTGATGATGCC 59ºC 934pb 
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Diágrama del plásmido pCXLE-hOCT3/4 
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Diágrama del plásmido pCXLE-hUL 
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Diágrama del plásmido pCXLE-EGFP 
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Anexo 2:Consentimiento informado
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