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ABREVIATURAS POR ORDEN ALFABETICO

CICUAL - Comité Interno para el Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio

CXCLL1 - Ligando 1 de la quimiocina (motivo C-X-C) (del inglés C-X-C motif
Chemokine Ligand 1)

CXCLS - Ligando 8 de la quimiocina (motivo C-X-C) (del inglés C-X-C motif
Chemokine Ligand 8)

CX3CL1 - Ligando 1 de la quimiocina (motivo C-X3-C) (del inglés C-X3-C motif
Chemokine Ligand 1)

CCL2 - Ligando 2 de quimiocina con motivo C-C (del inglés C-C motif Chemokine
Ligand 2)

EGF - Factor de Crecimiento Epidermal (del inglés Epidermal Growth Factor)

FGFs - Factor de Crecimiento de Fibroblastos (del inglés Fibroblast Growth
Factor)

FGF2 - Factor de Crecimiento de Fibroblastos 2 (del inglés Fibroblast Growth
Factor)

HGF - Factor de Crecimiento de Hepatocitos (del inglés Hepatocyte Growth
Factor)

H & E - Hematoxilina y Eosina
IFN - Interferon

IGF - Factor de crecimiento similar a la insulina (del inglés Insulin-like Growth
Factor)

IL- Interleucina
IL-1 - Interleucina 1

IL-8 - Interleucina 8



IL-1B - Interleucina 1 Beta
MEC - Matriz Extracelular

MMPs - Metaloproteinasas de matriz extracelular (del inglés Matrix
Metalloproteinases)

OMS - Organizacion Mundial de la Salud

PDGF - Factor de Crecimiento Derivado de Plaquetas (del inglés Platelet Derived
Growth Factor)

PQ - Post - Quemadura
RNA - Acido Ribonucleico

scRNAseq - Secuenciacion de RNA de Célula Unica (del inglés Single cell RNA
Sequencing)

TGFa - Factor de Crecimiento Transformante Alfa (del inglés Transforming Growth
Factor Alpha)

TGFp - Factor de Crecimiento Transformante Beta (del inglés Transforming
Growth Factor Beta)

TIMPs - Inhibidores Tisulares de Metaloproteinasas (del inglés Tissue Inhibitor of
Metalloproteinase)

TNF - Factor de Necrosis Tumoral (del inglés Tumor Necrosis Factor)

VEGF - Factor de Crecimiento del Endotelio Vascular (del inglés Vascular
Endothelial Growth Factor)
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GLOSARIO

Quemadura. Las quemaduras son lesiones en la piel u otro tipo de tejidos causadas
por calor, sustancias quimicas, electricidad, luz del sol o radiacion nuclear.

Herida. Una herida es una lesion fisica en el cuerpo que provoca dafio a la
estructura del area lesionada.

Lesion por quemadura. Es una alteracion o dafio que se produce en alguna parte
del cuerpo a causa de una quemadura y que dafa las capas de la piel.

Cicatriz. Es un proceso de reparacion complejo que tiene como resultado el cierre
de la herida, la restauracion del epitelio y la sustitucion de la dermis por tejido fibroso
compuesto por colageno.

Epidermis. Es la capa mas externa de la piel, se encuentra conformada por células
en continua renovacion, como las células basales, los melanocitos y las células
escamosas.

Dermis. Es la capa de tejido conjuntivo que se encuentra situada debajo de la
epidermis, esta constituida por vasos sanguineos, linfaticos, fibras elasticas,
terminaciones nerviosas, glandulas sudoriparas y foliculos pilosos.

Hipodermis. Es la capa mas profunda de la piel. Consiste en una red de colageno
y células grasas. Actia como amortiguador, ayuda a retener el calor corporal y a
proteger el cuerpo de lesiones.

Matriz extracelular. Representa una red tridimensional que contienen todos los
organos, tejidos y células del cuerpo.

scRNAseq. Es una técnica con enfoque gendmico que sirve para la deteccion y el
analisis cuantitativo de moléculas de ARN mensajero en células individuales

obtenidas de muestras bioldgicas.

Alogénico. Tejido que se trasplanta a otro individuo de la misma especie.



RESUMEN

El presente trabajo de tesis tuvo como objetivo obtener y caracterizar muestras de
piel de raton después de una quemadura grave, para su posterior analisis por

secuenciacion de RNA de célula Unica.

Para ello, se gener6 un modelo de quemadura de segundo grado profundo en
ratones hembra de la cepa Balb/c, a las que se les produjo una lesion térmica
utilizando un cautin precalentado. Una vez generado el modelo murino, se utilizé el
tejido circundante de la quemadura y se realiz6 la caracterizacion histoldgica de la
piel durante el proceso de cicatrizacion (0 a 21 dias post-quemadura) con la finalidad
de definir: 1) la zona y el area de la herida a estudiar y 2) el tiempo (dias post-
guemadura) que mejor represente a las tres fases del proceso de cicatrizacion

(inflamacidn, reepitelizacion y remodelacion).

Los resultados obtenidos nos permitieron evaluar los cambios clinicos e histolégicos
gue ocurren en la piel guemada a lo largo del proceso de cicatrizaciéon. A partir del
analisis histomorfoldgico definimos que los dias 3, 7 y 14 post quemadura son los
gue mejor representan las etapas de inflamacion, reepitelizacién y remodelacion de
la matriz extracelular, respectivamente, durante el proceso de reparacién de este
tipo de heridas. Ademas, definimos un area de 4 mm como el “borde de la
quemadura” o la zona que representa la mayor actividad celular a partir de la cual
inicia la reparacion del dafo, y establecimos los tiempos de incubacion, y las
enzimas necesarias para digerir el tejido y obtener los conteos y las viabilidades
celulares requeridas para realizar el experimento futuro de secuenciacion de RNA

de célula unica.



1. INTRODUCCION

1.1 La piel: Funcion y estructura.

La piel, también llamada membrana cutanea, es el 6rgano méas grande del cuerpo
humano, ya que cuenta con aproximadamente 2 m? de superficie y un espesor que
oscila entre 1 y 2.5 mm en la mayor parte del cuerpo (en parpados mide 0.5 mm
alcanzando hasta 4 mm en el talén); y representa aproximadamente 5 kg del peso
corporal total (Tortora & Derrickson, 2017). La piel se compone de tres capas
principales: epidermis, la capa méas externa; dermis, la capa media; e hipodermis, la
capa profunda, cada una de las cuales contribuye a la capacidad protectora de la

piel (Kanitakis, 2002) (Figura 1).

Foliculo
piloso

Epidermis —

Glandula
Dermis — sebacea
Mdsculo
erector de
pelo

Arteria

Hipodermis — Vena

Tejido
graso

Glandula

= nervi
sudoripara erviosa

Figura 1. Estructura de la piel. Se esquematiza la anatomia de la piel, la cual se compone de 3
capas principales; epidermis, dermis e hipodermis, ademas de poseer varios anexos, tal como;
foliculos pilosos, poros, glandulas sebéaceas, glandulas sudorioparas arterias y venas. Imagen

realizada en Biorender.
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1.2 Epidermis

La epidermis, es la capa mas superficial y es la encargada de cubrir la totalidad del
area corporal, se encuentra conformada por una fina capa de células, las cuales se
encuentran en continua renovacion; los queratinocitos representan entre el 90 y
95%, las células de Langerhans, que representan del 5 al 10%, los melanocitos
representan alrededor del 8% vy las células de Merkel son las menos numerosas de
la epidermis (Tortora & Derrickson, 2017).

Estructuralmente la epidermis consta de 5 subcapas de células llamadas
gueratinocitos, estas células son producidas en la capa basal mas interna y migran
hacia la superficie de la piel, madurando y experimentando una serie de cambios,
los cuales dan lugar a un proceso conocido como queratinizacion o cornificacion

gue finalmente hace que cada estrato sea distinto (Figura 2).

A)  Principales tipos de células en la epidermis. B) Microfotografia de porcion de piel y de los diferentes estratos.
—7 Queratinocitos
Estrato — muertos Superficial Epidermis:
comeo — A - Estrato
Estrato = - . = . corneo
licido
Estrato % Grénulos = = e — Estrato
granuloso n ,‘« Iamelares x ldcido
l ) _‘J )J i /i ‘ff’L Queratinocito Estrato
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L4
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/-\—k—‘\ ——— Disco tactil :
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Figura 2. Clasificacion de las capas de la epidermis. En el inciso A, se esquematizan los 5 estratos
caracteristicos de la epidermis, que se diferencian de acuerdo con la posicion y la morfologia de los
queratinocitos. En el inciso B, se muestra una microfotografia de los 5 estratos clasificados como
estrato corneo, estrato licido, estrato granuloso, estrato espinoso y estrato basal. Tomado y

modificado de (Tortora & Derrickson, 2017).

1.3 Dermis

La dermis se localiza por debajo de la epidermis, su principal funcién es brindar
soporte, resistencia y elasticidad a la piel, asimismo desempefia un papel clave en
la distribucién de nutrimentos hacia las capas externas. Otra caracteristica de esta
capa es que, debido a la vascularizacion y a la red nerviosa formada en su interior,
actua procesando informacion sensitiva referente al dolor, presion, tacto y

temperatura.

La dermis se encuentra constituida por tejido conectivo, compuesto de células como
fibroblastos, macrofagos, mastocitos, linfocitos, eosindéfilos y monocitos, ademas
contiene una elevada proporcion de fibras de colagena y elastina. Esta capa a su
vez se divide en 2 subcapas (dermis papilar y dermis reticular), que se diferencian
entre si por el grosor y por la distribucién de las fibras de tejido conjuntivo
principalmente; sin embargo, es importante mencionar que las subcapas no se

encuentran separadas una de la otra (Valdés et al., 2012) (Figura 3).
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Dermis papilar _|

Dermis —

Dermis reticular _|

Figura 3. Clasificacion de las capas de la dermis. Se esquematiza la capa correspondiente a la
dermis, zona que se encuentra por debajo de la epidermis y misma que esté dividida en 2 subcapas:
la dermis papilar y la dermis reticular. La region papilar, esta constituida por mastocitos, fibroblastos,
numerosas terminaciones nerviosas, receptores sensoriales y vasos linfaticos, mientras que la region
reticular esta conformada principalmente por fibras elasticas y fibras de colagena, las cuales

proporcionan resistencia y elasticidad. Imagen realizada en Biorender.

Dermis papilar. Esta capa recibe su hombre por su alto contenido en papilas y su
continua relacion con la epidermis, es decir, la fina capa epidérmica de la piel se

acopla estrechamente a las crestas de las papilas dérmicas.
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La dermis papilar se encuentra formada por tejido conectivo laxo y una fina red de
fibras de colagena. En las papilas, se encuentran las asas capilares que permiten
el abastecimiento nutritivo de la epidermis, ademéas contienen numerosos

receptores sensoriales, terminaciones vasculares y vasos linfaticos iniciales.

Dermis reticular. Se trata de la capa mas profunda y ancha de la dermis y su grosor
variable contribuye a una de las diferencias en el grosor de la piel. Esta capa se
encuentra constituida por una densa capa de fibras de colagena, las cuales se
encuentran fuertemente entrelazadas, y ademas contiene fibras elasticas que le
confieren resistencia y elasticidad a la piel. Entre los espacios de las fibras se
encuentran adipocitos, foliculos pilosos, glandulas sebaceas, glandulas sudoriparas

y nervios.

1.4 Hipodermis

Debajo de la dermis se localiza una capa mas, la hipodermis o capa subcutanea, la
cual se compone de tejido conjuntivo laxo y tejido adiposo donde hay presencia de
vasos sanguineos y nervios. Su funcién fundamental es almacenar energia,
conservar el calor y brindar proteccion mecanica frente a golpes (Wong et al., 2016)

(Figura 4).
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Hipodermis

Figura 4. Esquema de la hipodermis. Se muestra una imagen representativa de la capa subcutanea,
conformada por tejido adiposo, red de colageno, vasos sanguineos y nervios,es la capa encargada
de la termorregulacion, almacenamiento de energia y capacidad protectora frente a golpes. Imagen

realizada en Biorender.

La piel forma parte del sistema tegumentario y es un oérgano que ejerce diversas
funciones, como; barrera protectora que actia contra dafios ocasionados por
agentes fisicos y quimicos, evita la entrada de microorganismos, controla la pérdida
de agua, electrolitos y tiene funciones especificas como la termorregulacion,
ademas de que por sus terminaciones nerviosas es un 6rgano sensorial muy

importante (Kanitakis, 2002).
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Dado que la piel es un érgano involucrado en la proteccion de los seres vivos y
actia como un escudo, la piel esta expuesta a constantes y mudltiples factores
externos que pueden alterar su homeostasis. Cuando la barrera natural de la piel
se altera, las funciones y su aspecto se ven comprometidos y los dafios repercuten
negativamente en nuestra salud: sin embargo, la capacidad de respuesta de la piel
ante agresiones fisicas, quimicas y biolégicas es tan compleja que le permite

“repararse” después de haber sufrido un dano.

2. El proceso de cicatrizacion de la piel

El proceso de cicatrizacién de la piel se encuentra encaminado a la reparacién
correcta de las heridas por medio de reacciones e interacciones celulares, este
proceso se compone de una cascada coordinada de eventos celulares, moleculares
y bioguimicos, donde se distinguen 3 fases principales: inflamacién, reepitelizacion
o proliferacion y remodelacion, las cuales se ejecutan de manera conjunta,
secuencial y superpuesta, pero que mantienen caracteristicas distintas entre si

(Figura 5).
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Figura 5. Esquema de las fases de cicatrizacion de la piel. El proceso de reparacion de quemaduras
consta de 3 etapas consecutivas y superpuestas entre si; inflamacién, reepitelizacion y remodelacion
de la matriz extracelular, en las que se requiere del reclutamiento y la actividad de distintos tipos
celulares que incluyen células mieloides, linfoides, fibroblastos y queratinocitos. Tomado y

modificado de (Jeschke et al., 2020).

Por ejemplo, en presencia de una lesion que produce pérdida de la continuidad de
la piel por un dafio de tipo escisional o mecanico se forma de manera inmediata una
red la cual se encuentra conformada por plaquetas, fibrina y células inmunoldgicas
gue tienen la caracteristica de sellar la zona y actuar como una primera linea de
defensa ante la posible presencia de patdégenos conocida como hemostasia.
Después se inicia la respuesta inflamatoria con la liberacion de sefiales que activan
y atraen células al sitio de dafio como neutréfilos y macréfagos enfocadas a evitar

la presencia de patégenos en el area y eliminar el material biolégico dafado
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limpiando el lecho de la herida para favorecer la formacién de tejido nuevo; en
seguida se presenta lafase de reepitelizacion, en ella se da un remplazo del coagulo
formado en la hemostasia, dado principalmente por fibroblastos y su secrecion de
colagenatipo Ill en el sitio, también en esta fase se presenta la formacion de nuevos
vasos sanguineos que facilitan el suministro de oxigeno y nutrimentos al nuevo
tejido, creando una matriz extracelular que promueve la migracion de queratinocitos
gue daran lugar a un epitelio joven. Por ultimo, en la fase de remodelacion se lleva
a cabo el recambio de la colagena tipo Ill por la colagena tipo | y las fibras de
colagena se reorganizan aplanando la cicatriz y adquiriendo caracteristicas

similares a la piel original (Jeschke et al., 2020).

En lesiones como las quemaduras, el proceso de reparacion no ocurre de la misma
manera, ya que factores como la etiologia de la lesion, la superficie corporal
guemada y la profundidad del dafio son determinantes para el curso de la
cicatrizacion y su tratamiento. Dichos factores determinan, por ejemplo, laformacion
0 no de una escara (tejido necrotico), si la fase hemostatica se encuentra disminuida
0 ausente y ademas si las alteraciones inflamatorias ocurren a nivel local y/o
sistémico, la cuales pueden provocar complicaciones clinicas severas. Dichas
complicaciones pueden conducir en el mejor de los casos a la formacion de
cicatrices hipertroficas muy pronunciadas e incluso a una respuesta inflamatoria
severa que en la mayoria de los casos conlleva a la muerte (Rowan et al., 2015).

Como resultado de las campafias de prevencion y estudios que se han realizado en

los Ultimos afos, los accidentes y dafios causados por quemaduras han disminuido
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drasticamente. A pesar de ello, el tratamiento de los pacientes afectados representa
aun un desafio clinico debido a las dificultades derivadas del proceso inflamatorio
exacerbado y cierre lento de las heridas, de manera que el estudio de los procesos
celulares y moleculares involucrados en la reparacion del dafio es fundamental para
la busqueda de estrategias terapéuticas que mejoren la arquitectura y la

funcionalidad de la piel afectada.

2.1 Definicion de una quemadura

Las quemaduras de la piel son el resultado de un traumatismo fisico, quimico o
bioldgico, que produce pérdida de la continuidad de la piel y que induce la
desnaturalizacion de las proteinas tisulares, produciendo desde una leve afectacion
del tegumento superficial hasta la destruccion total de los tejidos implicados. Las
guemaduras de la piel producen tres efectos: pérdida de liquidos, pérdida de calor,
lo que puede causar hipotermia y pérdida de la accion de barrera frente a los
microorganismos, aumentando la susceptibilidad de infeccion (Evers et al., 2010).
Estas lesiones varian desde un simple enrojecimiento, como lo observamos en las
guemaduras de primer grado, hasta la destruccion total de la piel y los tejidos
subyacentes en las quemaduras de tercer grado. Cabe resaltar, que las lesiones
son severas cuando el porcentaje del cuerpo lesionado alcanza el 20% de superficie

corporal guemada, poniendo en riesgo la vida del paciente (Daigler et al., 2015).
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3. Clasificacion de las quemaduras

3.1 Por su etiologia

Las quemaduras pueden clasificarse dependiendo del agente causal que las
provoca en: quemaduras quimicas, térmicas, eléctricas, quemaduras por friccion y

por agentes bioldgicos (Figura 6).

Contacto con liquidos
calientes (escaldaduras).

Fuego directo

Radiacién
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O
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Por friccién

Congelamiento

Agentes biolégicos

Figura 6. Clasificacidn de las quemaduras por su etiologia. En el esquema se observa que segun el

agente causal, existen 5 categorias principales de quemaduras. Imagen realizada en Biorender.

A continuacion, se describe de forma breve el tipo de quemadura de acuerdo con el

agente etiolégico que las origina (Hettiaratchy S. et al. 2004):



Las quemaduras térmicas se producen por el contacto con una fuente de calor
gue origina el exceso de temperatura y genera lesiones en la piel y tejidos
subcutaneos. Se suelen subdividir en quemaduras por contacto con liquidos
calientes (conocidas como escaldaduras), por fuego directo y radiacion.

Las escaldaduras se producen cuando la piel entra en contacto prolongado con
liguidos con altas temperaturas, son las quemaduras mas recurrentes en la
infancia, sobre todo en los nifios menores de 2 afos.

Las quemaduras por fuego directo se producen por contacto con fuego o llamas,
el cual es el agente mas frecuente de quemaduras graves.

Las quemaduras por radiacién son ocasionadas por el contacto con material
radioactivo, los cuales emiten particulas beta, radiacion gamma o rayos X de baja
intensidad.

Las quemaduras por congelamiento se originan por temperaturas
extremadamente bajas, las cuales afectan al organismo de tal forma que
disminuyen la microcirculacion y provocan enrojecimiento, ampollas, necrosis de
la piel e incluso dafios irreversibles en las zonas afectadas.

Las quemaduras quimicas ocurren por exposicion con agentes como acidos
fuertes, fenoles, gas mostaza, sustancias quimicas corrosivas, limpiadores y los
alcalis. Dependiendo del tiempo de exposicion y la cantidad de sustancia, la

guemadura tendra menor o mayor gravedad.
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+ Las quemaduras eléctricas suelen afectar a la piel y a los tejidos subyacentes,
son ocasionadas por el contacto con fuentes eléctricas, pueden ser causadas por
tormentas eléctricas, armas paralizantes o algun flujo de corriente.

+ Las quemaduras por agentes biolégicos son secundarias al contacto con
diversos seres vivos como insectos, medusas, peces, batracios, y ciertas plantas
como la ortiga.

« Las quemaduras por friccion son generadas por contacto brusco y repetido, es

decir, sila piel roza bruscamente contra una superficie que produce una abrasion.

3.2 Por la profundidad del dafio

Para evaluar la gravedad de una quemadura, no solo se tiene en cuenta el agente
causal, sino que ademas es importante considerar otros factores como la

profundidad del dafio y la extension afectada.

Las quemaduras de primer grado son el tipo de quemaduras menos graves Yy tienen
la particularidad de presentar dafio Unicamente en la capa superficial de la piel,
conocida como epidermis. Son producidas por lo general por rayos solares. La
singularidad clinica de este tipo de quemaduras es la presencia de enrojecimiento
(presencia de eritema), sin formacion de ampollas, con dolor moderado a severo al
contacto, con un tiempo de curacion de entre 3y 7 dias con minimos cuidados y sin

dejar cicatriz (Oryan et al., 2017; Jeschke et al., 2020).
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En las quemaduras de segundo grado, existe una subclasificacion y se divide en
dos tipos; superficial y profundo, sin embargo, el caso mas comun para las
guemaduras profundas es que se encuentren de forma mixta; es decir, de forma
superficial y profunda en el mismo tejido. Las quemaduras de grado superficial son
producidas por liquidos calientes generalmente, mientras que las quemaduras de

segundo grado profundo son ocasionadas por fuego directo (Gonzalez, 2018).

En el caso de las quemaduras de segundo grado superficial, se presenta el dafio en
la capa de la epidermis y en la dermis papilar, se muestra una coloracién roja,
formacion de ampollas y dolor severo en el area afectada. El proceso de
cicatrizacion de la quemadura tiene una duracion de entre 1 a 3 semanas Yy
generalmente no hay formacién de cicatriz, sin embargo, se observan cambios en
la pigmentacion de la piel. Los agentes etioldégicos mas comunes que producen este
tipo de quemaduras son; las escaldaduras por liquidos calientes y las que se

producen en consecuencia de solidos calientes (plancha, estufa) (Gonzalez, 2018).

Por otro lado, en las quemaduras de segundo grado profundo se afecta tanto la
epidermis como la dermis completa (region papilar y reticular), ademas se pierden
todas las estructuras de dichas capas, no hay formacion de ampollas, el dolor es de
menor intensidad y el tiempo de curacién de la lesion se extiende de 3 a 6 semanas
con formacion de cicatriz, en este caso particular, los agentes causales de

guemaduras de segundo grado profundo son los que provocan quemaduras
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térmicas y quemaduras eléctricas principalmente (Jeschke et al., 2020; Gonzélez,

2018).

Finalmente, la quemadura de tercer grado afecta todas las capas de piel, es decir,
la epidermis, la dermis e hipodermis, en este tipo de qguemaduras se observan vasos
tromboticos y hay ausencia de dolor debido a la destruccion de las terminales
nerviosas, su coloracion y sus caracteristicas clinicas son muy especificas, ya que
estas quemaduras presentan un color marrén oscuro, amarillo palido, blanquecinas
o de color negro en caso de que las quemaduras hayan sido ocasionadas por altas
temperaturas y prolongada exposicién. Generalmente se observan con aspecto
seco, de consistencia dura y acartonada, no repara de primera intencion y en la
mayoria de las situaciones, se requiere de injertos de piel sana para su recuperacion

(Jeschke et al., 2020) (Figura 7).

Epidermis — Ter grado

Dermis papilar _| 2do grado superficial

Dermis —

Dermis reticular _| 2do grado profundo

3er grado
Hipodermis —|
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Figura 7. Clasificacion de las quemaduras de acuerdo con la profundidad del dafio térmico. Se
esquematizan las 4 categorias principales de quemaduras de acuerdo con la profundidad del dafio

generado en las capas de la piel. Imagen realizada en Biorender.

3.4 Por la extensioén del area afectada.

Es importante tener en cuenta la extension del area afectada para conocer la
severidad de la quemadura. La extensidn se expresa como el porcentaje de
superficie corporal quemada (SCQ). Para calcular la extension aproximada de la
zona afectada en adultos, se ha empleado tradicionalmente la regla de los 9 de
Wallace, que asigna valores de 9 o multiplos de nueve a las distintas zonas del
cuerpo como son: térax, abdomen, espalda superior e inferior, gliteos, muslos y
extremidades superiores. Cabe mencionar que este modelo solo se utiliza para
guemaduras de segundo y tercer grado (espesor parcial y total) y se pueden realizar
algunas modificaciones de acuerdo con el indice de masa corporal y la edad del

paciente (Moore et al., 2023) (Figura 8).




Figura 8. Clasificacién de las quemaduras por la extension del area afectada. De acuerdo con la
regla de los 9 de Wallace, el dafio generado por una quemadura se evalla segun la extension
cutanea afectada en un paciente, en el esquema se observa el valor asignado a cada segmento

corporal. Tomado y modificado de: (De los Santos, 2005).

Para poder llevar a cabo un buen manejo de las quemaduras y brindar la atencion
necesaria a los pacientes, es importante determinar de manera precisa el porcentaje
de superficie corporal quemada, sin embargo, en el caso de los pacientes
pediatricos se requieren consideraciones especiales, es por eso que, en este tipo
de pacientes, se utilizan otras referencias (graficas de Lund y Browder) que calculan
el area quemada con ayuda de monogramas estandar de superficie corporal. Otro
método que suele utilizarse para medir la extensién del area afectada es tomar
como referencia la palma de la mano del paciente, que corresponde
aproximadamente al 1% de su superficie corporal. Este método es empleado tanto
para adultos como para nifios y se usa en quemaduras pequefias (Chong et al.,

2020).

3.5 Por laintensidad del dafo

Después de una lesion cutdnea provocada por una quemadura, se pueden
identificar tres zonas principales; zona de coagulacién o necrosis, zona de estasis y
zona hiperémica, las cuales fueron descritas por Jackson en 1947 y se distinguen
segun la intensidad del dafo alcanzado (Uraloglu et al., 2018; Hettiaratchy et al.,

2004).
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Zona de coagulacion o necrosis: Es la zona méas dafiada y es en donde se recibe el
impacto del agente etiolégico que la provoca. Es ahi donde se produce la mayor
destruccion celular y por consiguiente es el area de mayor profundidad. El agente

etiologico ocasiona coagulacion de las proteinas y pérdida irreversible de tejido.

Zona de estasis: Es el area circunvecina a la zona de coagulacion; la profundidad
de la quemadura en esta area es menor. Esta zona es muy importante, ya que el
tejido de esta region se puede recuperar de acuerdo con el tratamiento que reciba
el paciente, puede evolucionar hacia la necrosis o la profundizacién, sila herida se
seca o0 se infecta. De ser tratada adecuadamente el proceso de cicatrizacion
evolucionara de manera satisfactoria, epitelizando en el tiempo esperado (Lu et al.,

2022).

Zona hiperémica: Es el area mas externa de la quemadura, localizada en la periferia
del dafio, en esta zona aumenta la perfusion tisular por la dilatacién de los vasos,
debido alaliberacion de mediadores proinflamatorios. El tejido dafiado en esta zona
se recupera de manera favorable, a menos que exista una sepsis grave

(Hettiaratchy et al., 2004) (Figura 9).

Figura 9. Clasificacion de las quemaduras segun la intensidad de dafio. Después de una quemadura,

se generan tres zonas particulares en el area de la lesién que son: zona de coagulacion, zona de
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estasis y zona de hiperemia, estas zonas se identifican de acuerdo a la localizacion, la intensidad

del dafio y la extension del tejido dafiado. Imagen realizada en Biorender.

4. Epidemiologia de las quemaduras

De acuerdo con la OMS, las quemaduras constituyen un problema de salud publica
a nivel mundial y provocan alrededor de 180,000 muertes al afio, de las cuales la
mayoria se produce en los paises de ingreso bajo y mediano, y casi dos tercios, en

las regiones de Africa y de Asia Sudoriental (OMS, 2018).

Actualmente se han realizado estudios comparativos de tendencia en la
epidemiologia de las quemaduras y los resultados obtenidos muestran que, en
muchos paises de ingreso alto, la tasa de muerte por quemaduras ha ido
disminuyendo considerablemente en los dltimos afios, sin embargo, en los paises
de ingreso bajo y mediano, aun se presenta una tasa de mortalidad alta (Smolle et

al., 2017).
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Por otra parte, también existen las quemaduras no fatales, que son una de las
principales causas de morbilidad, que incluye hospitalizacién prolongada,
desfiguracion y discapacidad, lo que suele generar estigmatizacion, rechazo y
dificultad para reincorporarse a la vida laboral/social. De hecho, las quemaduras se
encuentran entre las principales causas de pérdida de afios de vida ajustados en
funcién de la discapacidad en los paises de ingreso bajo y mediano (Oryan et al.,
2017; Rowan et al., 2015). A pesar de los grandes avances tecnoldgicos y de la
disminucién de los accidentes provocados por quemaduras, su tratamiento
representa un reto clinico debido al grado de destruccion, la extension de la lesion,
las infecciones locales y sistémicas, el dolor y las complicaciones derivadas de un
proceso cicatrizal lento y a su impacto sobre la vida del paciente. Ademas, las
guemaduras representan uno de los traumas mas severos al cual puede verse
expuesto un individuo, ya que este tipo de trauma tiene efectos locales y sistémicos
bien establecidos, pero no muy bien comprendidos. Por lo anterior, el estudio de los
mecanismos celulares y moleculares que orquestan el proceso de cicatrizacion de
este tipo de lesiones es fundamental para avanzar en la medicina traslacional (Lang

et al., 2019).

5. EI modelo murino como una herramienta para estudiar la cicatrizacion de
guemaduras

En los Ultimos afos, se han desarrollado diferentes modelos animales de lesion por
guemadura, en los cuales se incluyen roedores, caballos, y cerdos principalmente,

con la finalidad de poder estudiar diferentes aspectos y mecanismos asociados al
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proceso de cicatrizacion. Gracias a estos modelos se ha logrado tener un panorama
mas amplio de los fendmenos involucrados en este proceso de reparacion de

guemaduras en etapas tempranas y tardias (Abdullahi et al., 2014).

Los modelos animales se definen como una especie no humana que se utiliza con
fines de investigacion, los cuales ayudan a replicar algunos aspectos de un proceso
biologico o de una enfermedad presente en los seres humanos (Abdullahi et al.,

2014).

Dentro de los modelos animales, el modelo murino (ratén) es el mas utilizado para
estudiar diversos aspectos del proceso de cicatrizacion de la piel quemada y esto
se debe a la similitud estructural y a la forma en que interviene el proceso de
curacion de una herida en comparacién con el del ser humano. Los modelos
murinos son ideales para estudiar distintos procesos celulares, bioquimicos y
moleculares que se desencadenan después de una quemadura, ademas el
mantenimiento de estos modelos requiere de condiciones sencillas, controladas y

relativamente economicas (Ericsson et al., 2013).

Sin embargo, existen diferencias y algunas desventajas de utilizar este modelo
animal en la investigacién de las quemaduras y sus efectos. Por ejemplo, es
importante sefalar que la piel de los roedores, a diferencia de la piel humana, es
mas elastica y cuenta con una capa delgada extra llamada paniculo carnoso, el cual

se caracteriza por que su funcién principal es estimular y acelerar el cierre de herida
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por medio de la contraccion de la piel sin formar cicatriz hipertrofica, mientras que
la piel humana, por el contrario, se repara principalmente mediante la formacién de
tejido de granulacion vy la reepitelizacion (Rodrigues et al., 2019). Otra desventaja
de estos modelos experimentales es que no reproducen de manera efectiva ciertas

enfermedades humanas (Tabla 1).

Tabla 1. Ventajas y desventajas del uso de ratones en modelos animales para el

estudio de cicatrizacion de heridas.

Ventajas Desventajas
e Son faciles de manejar e Cuestion ética
e Modelo animal mas utilizado e Su esperanza de vida es mas corta
e Son econdémicamente accesibles e No reproducen de manera efectiva ciertas
e El modelo puede estandarizarse enfermedades humanas
e El modelo mimetiza las fases de e En un gran porcentaje los ratones cierran
cicatrizaciéon sus heridas por contraccion
e Tiene diferencias fisioldgicas

Conocer las ventajas y limitaciones de este tipo de modelos, es crucial para el
disefio y desarrollo de tratamientos y a pesar de las desventajas que ya
mencionamos, el modelo murino de quemadura ha sido una herramienta de
investigacion fundamental para comprender los mecanismos involucrados en el
proceso de cierre, ya que reproduce eficazmente las primeras fases de cicatrizacion,

ademas de que se pueden estudiar in vivo los efectos de distintas estrategias
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experimentales sobre la velocidad y calidad de la reparacion de la herida (Abdullahi

et al, 2014).

6. La importancia de estudiar los perfiles transcripcionales durante la
cicatrizacion de una quemadura y la introduccion de la tecnologia de
secuenciacién de RNA de célula unica (scRNAseq)

El transcriptoma es el conjunto de lecturas de todos los genes que se encuentran
en una célula, es decir, es el grupo de moléculas de RNA (mensajero y no
codificante) presente en una célula o tejido especifico y su estudio nos ha permitido
comprender los cambios de expresidon génica que ocurren en ciertos tejidos y
organos durante diversos procesos fisiopatologicos (Olsen & Baryawno, 2018).
Desafortunadamente, hasta ahora no se han realizado estudios masivos
(secuenciacion de RNA convencional o RNAseq) sobre los cambios
transcripcionales generados por una quemadura, lo que restringe nuestro
entendimiento acerca de los mecanismos moleculares y las vias de sefializacion
que controlan las actividades de las células relacionadas con la reparacion.
Ademas, dichas técnicas notienen la capacidad de revelar la heterogeneidad celular
presente en un tejido. Afortunadamente, con los nuevos avances tecnoldgicos,
ahora es posible llevar a cabo el estudio de cambios transcripcionales en las

poblaciones celulares que conforman a un tejido (Wang et al., 2021).

La secuenciacion de RNA de célula unica (scRNAseq), es una técnica novedosa

gue permite estudiar, de manera independiente, la expresion génica de cientos o
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miles de células aisladas en una muestra biolégica, proporcionando informacion
detallada sobre la heterogeneidad y el funcionamiento celular, la evolucion de un
proceso biologico y la diferenciacion celular. A grandes rasgos la técnica de

ScRNAseq se basa en los siguientes pasos: (Aljanahi et al., 2018).

1. Obtencidn y aislamiento de células individuales.
2. Captura de mRNA de células individuales.

3. Amplificacion.

4. Preparacion de bibliotecas.

5. Secuenciacion.

6. Analisis de resultados.

Los resultados que se obtienen con la técnica de scRNAseq, brindan informacién
valiosa, ya que permiten conocer la expresion génica de cada célula que conforma
un tejido, ademas hace posible el analisis respecto a laforma en la que se expresan
los genes en las diferentes poblaciones celulares y éste a su vez nos proporciona
informacion del comportamiento en diferentes microambientes, es decir, de como

es que las poblaciones cambian en presencia de un dafio o de una patologia.

7. Latécnica de scRNAseq como estrategia de estudio en procesos de
cicatrizacion cutanea

Hace no més de cinco afios, el proceso de cicatrizacion de heridas escisionales se

empezo6 a estudiar desde la perspectiva transcriptomica de células individuales o
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ScRNAseq. Diversos estudios realizados en modelos murinos han demostrado que
la heterogeneidad de las poblaciones de fibroblastos es mucho mayor de lo que se
proponia (Guerrero et al., 2019). De hecho, existen poblaciones de fibroblastos con
programas transcripcionales que podrian promover la regeneracion de ciertas
estructuras de la dermis (como los foliculos pilosos) (Abbasi et al., 2020), sin
embargo, la mayoria de los fibroblastos tienen programas fibroticos altamente
activos (Abbasi et al., 2020). Con las mismas perspectivas experimentales, se han
estudiado las interacciones moleculares que ocurren para que se activen las células
troncales que residen en los foliculos pilosos (Joost et al., 2018) y los programas
transcripcionales que dirigen la migracion de los queratinocitos en la fase de

reepitelizacion.

Gracias a estos avances, los cientificos han complementado la informacion que se
obtiene de otras técnicas de estudio y analisis para conocer y comprender
fendmenos celulares, bioguimicos y moleculares que intervienen en el proceso de
cicatrizacion. Como ya se mencioné previamente, hasta ahora la cicatrizacion de
las quemaduras no se ha estudiado desde esta perspectiva molecular, por lo que
en el Laboratorio de Tejido Conjuntivo del Instituto Nacional de Rehabilitacién se ha
propuesto utilizar la tecnologia de scRNAseq para conocer los programas
transcripcionales que dirigen las distintas fases de la reparacion de quemaduras
profundas. Para alcanzar ese objetivo, la primera fase experimental consiste en
definir las zonas y el area de la quemadura que se estudiara, asi como los tiempos

post-qguemadura que definirdn a cada una de las fases de cicatrizacion (inflamacion,
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reepitelizacion y remodelacion). Una vez que se hayan definido esas caracteristicas,
otro punto crucial para realizar la scRNAseq es optimizar el proceso de obtencion
de células individuales que cumplan con la cantidad y viabilidad requeridas para el

experimento.
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8. Planteamiento del problema

Las quemaduras son un problema serio de salud publica, debido a que, en los casos
de sobrevivencia, los pacientes tienden a tener secuelas graves, como cicatrices
gue afectan la apariencia, funcionalidad y reduccién de movilidad del area afectada
y en consecuencia discapacidades fisicas. A pesar de que se han realizado avances
significativos (a nivel histolégico y bioquimico) en el estudio del proceso de
cicatrizacion de este tipo de heridas, aun nos falta conocer los eventos celulares y
moleculares que se coordinan para que ocurra 0 no la reparacion de la herida. Este
conocimiento cientifico es fundamental para el avance en el diagnostico y la terapia
clinica de las quemaduras y sus secuelas mas importantes. Los resultados del
presente trabajo sientan las bases histomorfologicas para en el futuro realizar el
andlisis transcriptomico de las poblaciones celulares que participan en la

cicatrizacion de una quemadura grave.

9. Hipétesis

A partir de la generacion del modelo murino de quemadura de segundo grado
profundo, se definirdn los tiempos que representan las 3 fases de cicatrizacion. La
etapa aguda ocurrirh en los primeros 5 dias post quemadura, la fase de
reepitelizacién en un periodo entre los 5 -10 dias postquemadura y la remodelacion
temprana de la matriz extracelular se observara en un periodo de entre 15 - 25 dias

postquemadura.
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10. Objetivo general

Obtener y caracterizar muestras de piel de raton, después de una quemadura de

segundo grado profundo, para su analisis por secuenciacion de RNA de célula Unica

11. Objetivos especificos

a) Generar un modelo murino de quemadura de segundo grado profundo

b) Caracterizar histomorfologicamente muestras de piel después de 1, 3, 5, 7,

9, 14,16, y 21 dias post-quemadura.

c) Definir el area de la quemadura que se utlizara para el analisis de

secuenciacion de célula Unica.

d) Obtener suspensiones celulares para el analisis de secuenciacion de célula

Unica.
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12. Disefio y metodologia

12.1 Modelo murino de qguemadura de segundo grado profundo.

Para el modelo murino de quemadura se utilizaron ratones hembra de la cepa Balb/c
de 6-8 semanas de edad. Los animales (20-25 gramos de peso) se anestesiaron
con una mezcla de ketamina (10 pL intramuscular / xilacina 10 yL intraperitoneal) y
bajo el efecto de la anestesia, los animales se rasuraron de la parte dorso lateral
derecha. Para generar la lesion por quemadura, se sometieron a una quemadura
térmica utilizando un cautin (contacto de 2 segundos). El cautin se precalentd a
95°C durante 15 minutos. La quemadura generada correspondié a una quemadura
térmica de espesor total (segundo grado profundo) de 2.5 cm?, lo que equivale al
8% de la superficie corporal total del raton (Figura 10). Los protocolos necesarios
para el manejo animal que requiere el modelo de quemadura han sido previamente
aprobados por el CICUAL del Instituto Nacional de Rehabilitacién “Luis Guillermo

Ibarra Ibarra” para el protocolo con registro 60-20.

Definicion de los grupos de estudio. 9 grupos de estudio para su comparacion:

« Grupo control: Ratones sanos de la edad correspondiente a los que fueron

guemados.

* Grupo de inflamacion: Ratones correspondientes al dia post-quemadura
(pa) 1,3 y 5.

38



« Grupo de reepitelizacion: Ratones correspondientes a los dias pq 7y 9.

« Grupo de remodelacion: Ratones correspondientes a los dias pq 14, 16 y

21.

« Criterios de inclusién. Ratones hembra de la cepa Balb/c de 6-8 semanas

de edad.

« Criterios de eliminacién. Animales que mueran durante el proceso de

guemadura.

« Criterios de exclusion. Animales que presenten alteraciones no

relacionadas con el dafio generado por la quemadura, tales como

ectoparasitosis, autofagia, etc.

Tamafio de la muestra. 3 animales por grupo de estudio.

En la siguiente figura, se describe la metodologia utilizada para generar el modelo

murino de quemadura de segundo grado profundo (Figura 10).
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Figura 10. Implementacion del modelo murino de quemadura de segundo grado profundo.

12.2 Obtencion de muestras y caracterizacion histoldgica.

Para la obtencién de las muestras, los animales se sacrificaron en los dias post-
guemadura previamente mencionados. La eutanasia de los animales se llevé a cabo
con sobredosis de isoflurano para minimizar sufrimiento y reducir dafos en el tejido
cicatrizal. Posteriormente se llevo a cabo la diseccion de la piel, correspondiente a
0.5 mm de piel aledafia a la quemadura y a el area total de la zona quemada por el
cautin. La piel se fij6 en tubos falcon de 15 mL con 5 mL de fijador Safefix (Fijador

de tejidos, Fisher Scientific, E.E.U.U.).
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Unavez fijadas, las muestras de tejido fueron procesadas parainclusion en parafina
de la siguiente manera: utilizando cassette de inclusiéon con medidas de 1.5 x 2.1
cm (Simport, Canada), las secciones tomadas de las muestras fueron
deshidratadas en alcoholes al 50, 70, 85, 95, 100% por un tiempo de 30 minutos en
cada uno, en solucion alcohol/xilol 1:1 por 15 minutos y en xilol al 100% durante 10
minutos, a continuacién en xilol/parafina a 60°C en estufa (Horno de secado,
Luzeren, China) por 30 minutos y por ultimo en parafina por 12 horas, para
finalmente ser incluidas en parafina para cortes histolégicos de 3 micras de espesor.
Dichos cortes se realizaron usando un micrétomo (micrétomo de rotacion RM2125
RT, Leica microsystems, Alemania) y fueron montados en laminillas electro

cargadas.

12.3 Tincion con Hematoxilinay Eosina

Fundamento: Esta tincién ayuda a identificar diferentes tipos de tejidos por medio
de colores contrastantes, ya que permite visualizar faciimente los componentes
celulares, los cambios morfologicos y brinda informaciéon sobre el patron
(distribucidn), forma y estructura de las células en el tejido (Feldman & Wolfe, 2014).
La hematoxilina es un colorante basico que tifie de violeta azulado los ribosomas y
la cromatina, mientras que la eosina es un colorante &cido que tifie de rosa
anaranjado el citoplasma, la pared celular, el colageno y el tejido conjuntivo

principalmente.
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Para llevar a cabo esta tincion, las laminillas fueron previamente desparafinadas,
para ello se colocaron en un horno (Horno de secado, Luzeren, China) por 10
minutos a 60°C, después se incubaron durante 10 minutos en xilol a la misma
temperatura. Posteriormente los tejidos fueron rehidratados colocandose
secuencialmente en alcoholes al 100, 95, 85, 70, 50% vy finalmente en agua
destilada por tiempos de 5 minutos cada uno. Tras este Ultimo paso, los tejidos se
tiieron con hematoxilina de Harris (Hycel, México) durante 8 minutos y se procedi6
a virar el color con solucion saturada de carbonato de litio, para después contra tefiir
con eosina al 1% por un tiempo de 30 segundos y retirando el exceso con agua
destilada hasta verificar que el corte no tenga exceso de colorante. Finalmente, las
muestras fueron montadas utilizando medio de montaje (Entellan, Merck, Alemania)

cubiertas con un cubreobjetos (Gonzalez, 2018).

12.4 Tincién Tricrobmica de Masson

Fundamento: Las coloraciones tricrdmicas permiten visualizar de forma selectiva
fibras musculares, fibras de colagena, fibrina y eritrocitos por el empleo combinado
de tres soluciones colorantes diferentes. La colagena se observa en color verde
azulado, el masculo en rojo o marron, el citoplasma en rosado y los nucleos en

negro (Van De Vlekkert et al., 2020).

Las muestras fijadas en Safefix, se desparafinaron previamente colocando las
muestras en el horno (Horno de secado, Luzeren, China) por 10 min a 60°C, para

después colocar los cortes en xilol (1) durante 5 minutos y xilol (2) por 2 minutos,
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posteriormente se llevd a cabo la rehidratacion colocando las muestras en 2 tipos
de alcohol al 100% vy alcohol al 96% durante 2 minutos y finalmente en agua
destilada por un tiempo de 5 minutos. Se procedio a incubar las muestras 12 horas
a temperatura ambiente en fijador de Bouin y una vez transcurrido el tiempo las
muestras se lavaron con agua destilada hasta diluir el color amarillo, después fueron
incubadas en hematoxilina férrica de Weigert por 10 min, lavandose posteriormente
con agua corriente hasta eliminar el colorante. Posteriormente las muestras se
incubaron con fucsina acida/escarlata de Biebrich durante 15 min para después ser
lavadas con agua destilada; después se colocaron 10 min en &cido fosfotungstico-
fosfomolibdico y posteriormente se retird el exceso de colorante con lavados con
agua destilada. Posteriormente, las muestras fueron incubadas 10 min en azul de
anilina al 2%, seguido de un lavado con agua destilada y diferenciando con solucién
de acido acético al 1% en agua destilada de 3 a 5 min. Finalmente se deshidrataron
las muestras con los alcoholes al 96%, 100% vy xilol por 2 minutos cada uno y se
montaron con medio de montaje (Entellan, Merck, Alemania) cubiertas con un

cubreobjetos (Gonzalez, 2018).

12.5 Preparacion de los reactivos utilizados

Fijador de Bouin

A 750 mL de una disolucién saturada de acido picrico acuoso afadir 250 mL de

formalina (37%-40%) y 50 mL de acido acético glacial.
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Hematoxilina de Hierro de Weigert:

e Solucion 1

e 1g de hematoxilina en 100 mL de etanol al 95%.

e Solucion 2

e 4 mL de cloruro férrico al 29%, 95 mL de agua destilada y 1 mL de HCI
concentrado.

e Mezclar en partes iguales la solucién 1y 2.

Fucsina &cida- Escarlata de Biebrich:

e Escarlata de Biebrich 1% en agua 90 mL.

e Fucsina 4cida 10 mL.

e Acido acético glacial 1 mL.

Acido fosfotungstico- fosfomolibdico.

e Acido fosfomolibdico 5 g.

e Acido fosfotlingstico 5 g.

e Agua destilada 200 mL.

Azul de anilina
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e Azul de anilina 2.5 g.
e Acido acético glacial 2 mL.

e Agua destilada 100 mL.

Para el analisis histomorfélogico, se tomaron fotomicrografias de los tejidos tefidos,
estas se obtuvieron como el producto de 8 imagenes secuenciales capturadas a
través de un objetivo 10X en un microscopio Imager Z.1 Carl Zeiss. Las imagenes

fueron integradas con la aplicacion “Tiles” del software Zen Blue 3.0.

12.6 Definiciéon y obtencién del “borde de la quemadura”.

El “borde de la quemadura” se delimitd considerando las zonas de Jackson definidas
en los andlisis histol6gicos como 2 mm de la zona hiperémicay 2 mm de la zona de
estasis. Previamente a la diseccion del tejido, la eutanasia de los animales se realizo
mediante sobredosis con isofluorano. Posteriormente se disect6 toda la piel dorsal
con ayuda de bisturi y tijeras, el tejido disectado se mantuvo hidratado con PBS 1X
frio y se extendié en una gasa estéril para remover el paniculo carnoso y grasa
excedente con ayuda de un bisturi pequefio, evitando causar dafio o crear cortes
en el tejido. Después, el borde de la quemadura se obtuvo con ayuda de dos
sacabocados con diametros de 20 y 18 mm (los diametros varian segun el dia y la
contraccién de la herida en cada animal) obteniendo una circunferencia de 40 mm
de grosor. Los tejidos disectados se colectaron en tubos falcon rotulados para su
posterior procesamiento. El “borde de la quemadura” es el area que se utilizara para

el andlisis futuro por scRNAseq.
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12.7 Obtencién de suspensiones celulares de muestras de piel sanay del
borde de laquemadura.

Inmediatamente después de la diseccion de los tejidos (piel sana y borde de la
guemadura a 3, 7 y 14 dias post-quemadura), éstos se incubaron con dispasa Il
(Sigma Aldrich, E.E.U.U.) durante 90 minutos a 37°C para retirar mecanicamente la
epidermis con ayuda de unos forceps estériles. La epidermis se mantuvo en dispasa
Il a 37°C, mientras que la dermis se incub6 en una mezcla de dispasa ll, colagenasa
| (Sigma Aldrich) y liberasa DH (Sigma Aldrich) durante 90 minutos méas a 37°C
(Figura 11). Los mecanismos de accion de cada enzima se muestran en la Figura
11. 10 min previos al término de incubacion de la dermis, se adicion tripsina a la
epidermis y se incubo a 37°C. Pasado el tiempo de incubacion requerido, tanto la
epidermis como la dermis se mezclaron en una proporcion 1:2 y se disociaron
mecénicamente utilizando el sistema de homogeneizacion “gentleMACS
Dissociator” (MiltenyiBiotec, Alemania). Los agregados celulares y el tejido no-
homogenizado se removieron utilizando los filtros MACS SmartStrainers
(MiltenyiBiotec) y las células aisladas se almacenaron en suspensién de PBS 1X
con 0.04% de albumina ultrapura. La viabilidad celular se cuantificé con azul tripano

en un contador semi automatizado (Corning, E.E.U.U.) (Figura 11).
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Enzimas que se utilizaron

Epidermis

Epidermis ’ . ’

DISPASA Il
TRIPSINA

Dermis

Mix de
enzimas

DISPASA Il
COLAGENASA IV
LIBERASA

R
R

Dermis

- / Queratinocito

Melanocito

Tripsina

Capa basal
)

, HDMECs

Colagenasa IV

Liberasa

"~ Fibroblasto

Tiempo de
incubacion 3 horas

Figura 11. Enzimas utilizadas para la digestion de la piel. Se esquematizan las capas de la piel y los

principales tipos celulares de cada una, asi como las enzimas que se utilizaron para la digestién del

tejido. Las flechas de colores muestran en qué zonas de la piel se ejerce cada actividad enzimatica.

Tomado y modificado de (Henrot et al., 2020).
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RESULTADOS

Generacion del modelo de quemadura de segundo grado profundo.

En el presente trabajo se utilizé la metodologia previamente estandarizada en el
Laboratorio de Tejido Conjuntivo del Instituto Nacional de Rehabilitacion “Luis
Guillermo Ibarra Ibarra”, para generar un modelo murino de quemadura. Este
modelo se utiliza para estudiar los diferentes aspectos del proceso cicatrizal de este
tipo de lesion, lafigura 12 A muestra laregion corporal (dorso lateral derecha) donde
se realizé la quemadura, que se observa perfectamente delimitada inmediatamente
después de que se realiza el procedimiento. Ademas, se llevd a cabo el analisis
histol6gico mediante la tincién con hematoxilina / eosina (H & E), del tejido quemado
y de los bordes de la herida. En la figura 12 B se observa que la quemadura que se
generd en el modelo murino corresponde a una quemadura de segundo grado
profundo, ya que se observa dafio total en la epidermis (lll), por contacto con la
placa metalica caliente y dafio en la dermis papilar y reticular, en donde se observa
desnaturalizaciéon de las fibras de colagena y demas proteinas de la matriz
extracelular (IV). En (I) se observa el tejido que no tuvo contacto directo con la placa
caliente, en donde no se pierde la continuidad de la piel y los foliculos pilosos

conservan su estructura (Figura 12).
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Figura 12. Establecimiento del modelo murino de quemadura de segundo grado profundo. A) Vista

del modelo murino y B) la tinciéon con hematoxilina y eosina de secciones de piel de raton quemada
gue muestra el grado de dafio a 1 dia post-quemadura. (). Piel aledafia, Il). Region de frontera entre

la piel sanay la piel guemada, Ill). Region de piel guemada, 1V). Regién dermal.
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Como parte del proceso del establecimiento del modelo murino de quemadura, los
animales se monitorearon durante 21 dias para tener parametros semi cuantitativos
del dolor que registran los animales después del procedimiento. Para ello, se utilizo
como referencia la escala del dolor propuesta por Langford Dale J., en el afio 2010,
en donde se evalian 5 rasgos faciales caracteristicos que exhiben los
comportamientos asociados al dolor (Langford et al., 2010). En el Anexo 1 se
muestran las fotografias correspondientes a cada parametro y se puede observar
gue através de los valores asignados por los codificadores: el valor de O (representa
dolor ausente), 1 (representa dolor moderadamente visible) o 2 (grave) (Langford et
al., 2010), los ratones presentan dolor moderadamente visible a 1 y 3 dpq que se
denota principalmente en las caracteristicas de la nariz y las mejillas. Después de
esta etapa aguda de recuperacién los animales se muestran activos, sin pérdida de

peso e hidratados como se registré previamente en el laboratorio (Gonzélez, 2018).

Durante el tiempo de estudio se llevo a cabo un registro de evidencia fotogréafica de
la evolucion de la quemadura, para ello se realizaron observaciones morfologicas y
analisis histologicos de la piel quemada para evaluar cambios histopatolégicos que
ocurren a lo largo del proceso de reparacion y cicatrizacion. En la Figura 13, se
observa que morfolégicamente al dia 1 pq la superficie de la lesion estd muy bien
delimitada por el contacto con la placa caliente. En el dia 3 pq, la lesion present6
formacion de escara en los bordes superiores y es de color café claro. El progreso
de la lesiobn permanecid sin alteraciones notables al dia 5 pq; sin embargo, los

bordes de la escara comenzaron a desprenderse. Para el dia 7 pq se observa que
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hay mayor proporcion de escara desprendida con presencia de zonas cruentas y la

escara presenta apariencia compacta. En el dia 9 pq, se puede percibir un

incremento de zonas cruentas, la escara tiene aspecto grueso y una coloracion

rojiza. En los dias 14 y 16 pg se observa de manera muy notable la contraccion de

la herida y la reduccién en el area cruenta. Finalmente, en el dia 21 pq se logra

observar una herida contraida desde el centro de la cicatriz y con apariencia de piel

fina (Figura 13).

Dia post- | Morfologia de la | Dia post- | Morfologia de
guemadura lesion guemadura lalesion

0 (Tejido sano 9

control)

1 14

3 16

5 21
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Figura 13. Curso temporal del proceso de cicatrizacion de una quemadura profunda de segundo
grado en ratdn. Las microfotografias de la piel quemada fueron tomadas a diferentes tiempos

durante el proceso de cicatrizacién.

Caracterizacion histomorfolégica de muestras de piel después de 1, 3,5, 7, 9,

14,16,y 21 dias de la quemadura.

Asi como se llevd a cabo la evaluacion y seguimiento morfolégico del proceso de
cicatrizacion de la quemadura profunda de segundo grado, se realizé la evaluacion
histomorfoldgica utilizando la tincion de Hematoxilina y Eosina (H & E) y la tincion
tricromica de Masson en las muestras de piel disectadas de la zona de la
guemadura, el tejido aledafio y el tejido sano. Estas tinciones resultan Gtiles ya que
ponen de manifiesto los cambios de estructura y el reclutamiento celular en
diferentes tiempos de estudio. La tincion H & E es una tincion clave que nos permite
mejorar la visualizacion de los hallazgos y cambios histolégicos dependientes de la
inflamacion en el proceso de cicatrizacion de quemaduras. Por su parte, la tincion
tricrémica de Masson permite evidenciar los cambios que ocurren en el proceso de
cicatrizacion a diferentes dias con respecto al empaquetamiento y la distribucion de

las fibras de colagena.
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Con este analisis temporal identificamos tres tiempos claves para el estudio del
proceso cicatrizal (Figuras 14 y 15). Primero, el tiempo 3 dpq (Figuras 14 y 15 B) en
donde se aprecia zona de dafio directo por quemadura de espesor total con longitud
de 10.71 mm; 40.5% menor que la longitud de la quemadura original (18 mm).
Inmediatamente después y hacia ambos lados se observan regiones con dafio en
gradiente, de mas a menos, alcanzando la piel normal después de los 2 mm. En la
zona de la quemadura directa (zona de contacto con la placa caliente) es evidente
gue todas las proteinas de la dermis se encuentran coaguladas, la zona central se
observa necrosis coagulativa del tejido conjuntivo de la dermis subyacente, aunque
se observan reminiscencias de anexos cutaneos (foliculos pilosos y sus glandulas
sebaceas). Por debajo del dafio se aprecia infiltrado celular abundante y
particularmente en la zona de transicion de la piel aledafia a la quemadura y la piel
guemada (ver Figura 16), ademas es posible observar que el infiltrado celular
muestra una tendencia de incremento en comparacion con el dia 1 pq (Figuras 14
y 15 A). Los extremos sin dafio correspondientes a la piel normal se observan con

la arquitectura tipica del tejido.

Segundo, el tiempo 7 dpg (Figuras 14 y 15 D) que mantiene en promedio
(dependiendo de la contraccion de la piel en cada animal) las mismas dimensiones
longitudinales que los dias 3 y 5 pg, con una reduccién promedio de 34.72%
respecto a la longitud de la quemadura original que se realizd. Sin embargo, se
observa que el grosor de la herida es del doble que en los dias anteriores. A este
tiempo, la regién central sigue siendo claramente necrética y ocupa de un 30 a un

35% del &rea de la quemadura. Las zonas de dafio en gradiente que se observaban
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anteriormente ahora lucen con infiltrado celular moderado y son mas pequefias (ver
Figura 17). Ademas, se observa la formacién de un epitelio nuevo engrosado en
comparacion con los dias 3 y 5 pg. También la dermis se encuentra en proceso de
reparacion con extension de fibras de colagena con forma ondulada y fusiforme, asi
mismo se nota un incremento de anexos cutaneos. El tejido inmediato posterior al
dafo directo se observa como piel normal y sin mayor infiltrado celular que el tejido

sano.

Tercero, el tiempo 14 dpqg (Figura 14 F) en donde la longitud promedio del dafio
causado por la quemadura realizada fue de 9.53 mm; 47.05% menor que la longitud
de la quemadura original, lo que evidencia la contraccion de la herida que provoca
gue los bordes se aproximen en un tiempo considerablemente corto. En este tejido
ya no se observa con claridad el centro necrético, lo que si es evidente es que la
lengua epitelial que empezd a crecer en el dia 7 pq ahora ha cubierto toda la regiéon
dafiada, aunque este epitelio aln es inmaduro ya que se observan regiones
acantdticas y sin papilas. La dermis esta formada predominantemente por fibras de
colagena laxas que se observan en mayor proporcion que los dias anteriores y con
infiltrado celular en gradiente del centro del dafio hacia los extremos (ver Figura 18).
Se aprecian claramente los bordes de la cicatriz y la piel aledafia luce con aspecto

normal.

Del dia 16 al dia 21 pq (Figura 14 G y H), la zona de dafio disminuye cerca de un
50% a la longitud original de la quemadura. Se aprecia el adelgazamiento del

epitelio en la region de reparacion, las fibras de colageno presentan mejor
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disposicion en la capa de la dermis y la arquitectura de la piel dafiada es muy similar

en comparacién con los extremos de piel sana.

Tejido sano (control)
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Figura 14. Seguimiento histolégico de la quemadura profunda de segundo grado por tincion H&E a
diferentes tiempos de evolucién post-quemadura (pg). Se muestran imagenes representativas de
cortes histoldgicos obtenidos de la zona lesionada a los dias pqg; 0 Tejido sano (contral), 1 (A), 3 (B),

5(C), 7 (D), 9 (E), 14 (F), 16 (G) y 21 (H), n = 3 animales por grupo.

Tejido sano (control)
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Figura 15. Seguimiento histolégico de la quemadura profunda de segundo grado por tincion
tricromica de Masson a diferentes tiempos de evolucion post-quemadura (pg). Se muestran
imagenes representativas de cortes histoldgicos obtenidos de la zona lesionada a los dias pq; 0

Tejido sano (control), 1 (A), 3 (B), 5 (C), 7 (D), 9 (E), 14 (F), 16 (G) y 21 (H), n = 3 animales por grupo.
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Figura 16. Acercamiento de la figura 14 B = 3dpg. A partir del seguimiento histoldgico de la
guemadura de segundo grado profundo, se realizdé una tincién hematoxilina / eosina del dia 3 pq,
esta imagen a mayor aumento permite visualizar el infiltrado celular incrementado en la etapa de

inflamacion del proceso cicatrizal de la quemadura.
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Figura 17. Acercamiento de la figura 14 D = 7dpg. La figura es un acercamiento de la tincién con

hematoxilina / eosina del dia 7 pq, en esta figura se aprecia el infiltrado inflamatorio moderado,
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ademas es posible observar el aspecto de formacién de epitelio nuevo. Este dia corresponde a la

etapa de reepitelizacion del proceso de reparacion y cicatrizacién en una quemadura.
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Figura 18. Acercamiento de la figura 14 F = 14dpq. La imagen correspondiente sefiala un
acercamiento de la tincién con hematoxilina / eosina del dia 14 pg, donde el infiltrado celular se
muestra en gradiente desde el centro de la lesién hacia los extremos, se puede observar ademas
que la piel aledafia a la quemadura tiene un aspecto de tejido sano. Este dia corresponde a la etapa

de remodelacién de la matriz extracelular del proceso cicatrizacion en una quemadura.

Los resultados de nuestro analisis histomorfolégico nos permitié definir los dias 3, 7
y 14 pg como los tiempos representativos de las etapas de inflamacién, proliferacion
y remodelacion del proceso cicatrizal de las quemaduras generadas en el modelo
murino. Asimismo, el “borde de la quemadura” se definié como el area de tejido que

se encuentra 2 mm hacia afuera y 2 mm hacia adentro de la frontera visible

63



generada por el dafio térmico, ya que esta zona es en donde ocurre el proceso de

reparacion del dafio.

Definicion del area de la quemadura que se utilizard para el andlisis de

secuenciacion de célula Unica.

Una vez que se definio el “borde de la quemadura” en los cortes histolégicos de la
piel quemada (como se describid en la seccion anterior) era necesario disefar la
estrategia para disectar especificamente esa zona del tejido, como se esquematiza
en la Figura 19. Asi, delimitamos las zonas de Jackson definidas en los analisis
histologicos como 2 mm de zona hiperémicay 2 mm de zona de estasis (Figura 19

y 20).

Figura 19. Definicion del borde de la quemadura y delimitacién de la zona a disectar en el modelo

murino.
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Figura 20. Delimitacion y marcaje de zonas de Jackson en el modelo murino; N = zona de necrosis,

E = zona de estasis, H = zona de hiperemia.

Una vez marcadas y delimitadas las areas de interés, se procedio a disectar el tejido

dafiado con ayuda de un bisturi y tijeras (Figura 21).
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Figura 21. Diseccion del tejido del modelo murino.

Ya que se tiene la piel disectada, se procedié a mantener el tejido en PBS 1 X frio,
para después extenderlo sobre una gasa estéril y remover el paniculo carnoso y el
exceso de grasa, evitando ocasionar dafos al tejido. Posteriormente, se obtuvo el
borde de la quemadura con ayuda de 2 sacabocados con didmetros de 20 mmy 18
mm, (cabe mencionar que el didmetro de los sacabocados varia segun el diay la

contraccion que presenta la herida durante el proceso de cicatrizacion) (Figura 22).

Figura 22. Obtencion del borde de la quemadura y zonas de Jackson delimitadas.

Finalmente se obtuvo el area de la quemadura definida de 4 mm de grosor y los
tejidos disectados se colectaron en tubos falcon para su posterior procesamiento.
(Figura 23).
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Figura 23. Obtencion del area de la quemadura definida como borde de la quemadura.

En la Figura 24 se muestra un corte histoldgico tefiido con H&E, en donde se pueden
observar las estructuras del tejido que se analizara por scRNAseq a 3 dpq, se observa

claramente la zona de transicion y los 2 mm de zona de hiperemia y estasis (Figura 24).

Figura 24. Estructuras del tejido de 3 dpg, con tincion de hematoxilina / eosina, ZT = zona de

transicion, E = zona de estasis, H = zona de hiperemia.
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Obtencion de suspensiones celulares para el analisis de secuenciacion de

célula Unica.

Una vez que se disectaron los tejidos, se realizé un experimento piloto para obtener
suspensiones celulares y conocer la calidad de la muestra. La calidad de la muestra
se define en funcion de la viabilidad celular, el rendimiento celular y la cantidad de
detritos o agregados presentes. La metodologia de disociacién de la piel fue definida
segun protocolos previamente publicados para analisis de citometria celular, cultivo
celular y scRNAseq de células de la dermis (Guerrero et al., 2019). El tipo de
enzimas, las concentraciones de cada enzima, las temperaturas y los tiempos de
incubacion que utilizamos en el Laboratorio de Tejido Conjuntivo es la que se

describe en la seccion de metodologias.

En la Figura 25 A y 25 B se presentan los conteos celulares obtenidos en el
experimento piloto para las muestras de piel sana (3.2 x 10° células, > 90%
viabilidad) y piel quemada (3, 7 y 14 pq) (1 x 107 células, > 90% viabilidad). Dichos
conteos son el resultado de la disociacion de 3 tejidos provenientes de diferentes
ratones, que se mezclan para generar una sola muestra o “pool”. Es importante
mencionar que haciendo un seguimiento curso temporal de la viabilidad celular,
observamos que ésta se mantiene hasta 45 minutos después de la disociacion del
tejido en una suspension de PBS 1 X con 0.04% de albdamina ultrapura. La
optimizacién de este protocolo de disociacién sera fundamental para realizar en un

futuro la secuenciacién de célula Unica (Figura 25).
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Figura 25. Rendimientos celulares después de la disociacion de la epidermis y la dermis de ratén.
A) Conteo de células obtenidas de piel de ratdn sanay quemada a los 3, 7 y 14 dias post-quemadura
(dpq). B) Viabilidad de células obtenidas de ratdn sana y quemada (3, 7 y 14 dpq) utilizando azul

tripano.
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DISCUSION

Afortunadamente, como resultado de las campafias de prevencion, se ha
disminuido considerablemente la incidencia provocada por las quemaduras y a su
vez se ha implementado la busqueda de nuevos métodos para lograr la reparacion
del tejido con mayor rapidez y calidad en el proceso de cicatrizacion. Sin embargo,
aunque el tratamiento de quemaduras graves ha progresado de manera importante,
este tipo de lesiones siguen representando un reto y un problema de salud, debido
al lento proceso de cicatrizacion y las dificultades que presentan los pacientes que
sufren este tipo de problemas. Se sabe ademas que las quemaduras graves
provocan multiples complicaciones metabdlicas que contribuyen al incremento de
morbilidad y fallo multiorganico. Es por eso por lo que son de suma importancia los
estudios que tienen como objetivo buscar nuevas estrategias terapéuticas para
acelerar y mejorar el proceso de cicatrizaciéon (Tejiram et al., 2019; Barrett et al.,

2019; Wang et al., 2018).

Tal es el caso de Blaise y colaboradores que en el afio 2020 llevaron a cabo un
estudio piloto utilizando un modelo murino, el cual se bas6 en utilizar injertos
alogénicos para el tratamiento de una quemadura grave, los resultados obtenidos
fueron satisfactorios y representaron un estudio novedoso que en el futuro pueden
trasladarse a otros modelos de estudio y tener un alto potencial para su aplicacion

clinica (Blaise et al., 2020).
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Este trabajo representa la fase inicial de un proyecto que busca estudiar los perfiles
transcriptomicos de las poblaciones celulares que participan en las diferentes
etapas del proceso cicatrizal de una quemadura grave. Para ello fue necesario
reproducir un modelo murino de quemadura profunda de segundo grado
previamente estandarizado. Este modelo es util porque nos permite evaluar in vivo
la velocidad y la calidad de reparacion del dafio, y obtener células vivas que después
pueden caracterizarse a nivel transcriptomico, como se ha realizado en otros
estudios que utilizan heridas escisionales largas para analizar caracteristicas
especificas del proceso de cicatrizacion como son el potencial regenerador de
ciertas poblaciones de fibroblastos, los patrones de migracion de los queratinocitos
en la fase de reepitelizacion, o el comportamiento de las poblaciones de células
troncales que dirigen la reparacion del dafio (Guerrero et al., 2019; Abbasi et al.,

2020; Joost et al., 2018).

Las caracteristicas del dafio generado por la quemadura en nuestro modelo, se
evidencié por medio del andlisis histomorfologico mediante las tinciones de
hematoxilina/ eosina y la tincién tricromica de Masson, a partir de los resultados
obtenidos nos pudimos percatar que la quemadura correspondid a las
caracteristicas de una lesion de segundo grado profundo que han sido observadas
por otros grupos de investigacion. Por ejemplo, Zhang y colaboradores en 2014
generaron un modelo de quemadura en la cepa de ratones machos Balb/c, los
cuales fueron tratados con vapor caliente durante 4 segundos, en el estudio se

muestra un seguimiento histologico de las secciones de heridas y a través de las

71



tinciones realizadas se observo que las capas de la piel (epidermis y dermis) se
encontraban dafadas, ademas de la desnaturalizacion de las fibras de colagena y
las proteinas de la matriz extracelular, lo cual es un indicativo de que la qguemadura
corresponde a una quemadura de segundo grado profundo con espesor parcial
(Zhang et al., 2014) tal y como se observo en nuestro modelo en las figuras 14 y 15.
Ademas, el area corporal quemada (8%) en el raton equivale a una quemadura en
el muslo o una extremidad superior en los humanos (ver Figura 8) que por extension
se consideran como quemaduras graves. Esto es experimentalmente importante ya
gue la respuesta inflamatoria local y sistémica que se desencadenan después de la
guemadura dependen de la extension y la profundidad del dafio generado (Shukla,
2020). Como resultado de los analisis histomorfologicos en nuestro modelo, fue
posible definir los tiempos en los que se presentan las caracteristicas clasicas de
las diferentes fases del proceso de cicatrizacion. El proceso de cicatrizacion inicia
con la fase inflamatoria como respuesta inmediata a la lesibn provocada y se
encuentra mediada principalmente por células inflamatorias, primero neutrofilos y
luego macroéfagos que invaden el tejido lesionado y se encargan de remover el tejido
muerto, proteger contra infecciones y eliminar los patégenos. En segundo lugar, de
manera simultdnea y una vez que se concluye la limpieza de la herida, ocurre la
fase de proliferacion, en la cual los macrofagos segregan los mediadores para iniciar
el proceso de reparacion de la capa dérmica, en este paso los fibroblastos migran
hacia la zona de dafio y producen colageno, ademas hay formacion de tejido
conectivo y formacion de vasos sanguineos. La ultima fase es la de remodelacion,

en la que las células principales de la epidermis migran desde los bordes de la
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herida, hay disminucion de actividad de los miofibroblastos y los fibroblastos
secretan metaloproteasas con la finalidad de restaurar la integridad y estructura
cutanea (Shukla, 2020). En nuestro modelo, la fase inflamatoria ocurre a los 3 dias
post-quemadura, en donde se observa que hay una gran cantidad de infiltrado
inflamatorio que se localiza principalmente en la region necrética y en los bordes de
la quemadura. Posteriormente, la fase de proliferacion ocurre a los 7 dias post
guemadura, en donde se puede apreciar que hay mayor potencial migratorio de
células hacia la zona de dafio, y comienza el crecimiento de la lengua de
epitelizacion. Finalmente, a los 14 dias post-quemadura inicia la fase de
remodelacion de matriz extracelular, dia en el que hay una contraccién evidente en
la herida, se observa una reepitelizacion total en la zona de dafio y ocurre un
rearreglo en la disposicion de las fibras de colageno resultando en la reparacion de
la arquitectura de la piel dafiada. En la literatura, diversos estudios se han enfocado
en estudiar no solo la arquitectura sino también la bioquimica de cada fase por
separado. Las caracteristicas histoldégicas que observamos en nuestros tejidos
corresponden a los que se han publicado para la fase inflamatoria, de reepitelizacion

y de remodelacion (Guerrero et al., 2019) previamente.

Ademés de la extension y la profundidad, la quemadura generada en nuestro
modelo se caracteriz6 por contar con las tres zonas concéntricas descritas por
Jackson en 1947 (Hettiaratchy et al., 2004). En primer lugar, se pudo apreciar la
zona central, la cudl fue la zona que presenté maximo dafio y se caracterizé por

tener tejido necrético por efecto de la coagulacién y del dafio térmico con la placa
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metalica, esto a su vez provoco la inactividad celular. Aledafia a esta primera zona,
se encuentra la zona de dafio intermedia o de estasis y es aqui donde se produce
la vasoconstriccion e isquemia, por lo que el tejido inicialmente viable puede
convertirse en tejido necrotico, es decir, la conservacion de la piel que presenta la
lesion depende de manera directa de los eventos que sucedan en los dos dias
posteriores a la quemadura, en esta zona existe una gran actividad metabdlica de
gueratinocitos y células de Langerhans, las cuéles son importantes porque secretan
inmunomediadores que atraen a las células inflamatorias como neutrofilos y
macrofagos responsables de iniciar la respuesta inflamatoria mediada por citocinas.
Por ultimo, se observo la zona de hiperemia, la cual se caracteriz6 por tener un dafio
menor en comparacion con las zonas que rodea y ademas se caracteriza por
conservar la perfusién vascular necesaria para llevar a cabo la oxigenacién y
suministro de nutrimentos para iniciar el proceso de reparacion (Hettiaratchy et al.,

2004).

Por ultimo, como resultado de nuestro andlisis histomorfoldgico, pudimos delimitar
en nuestro modelo cual es el area del tejido en la que ocurre la mayor actividad
celular para la reparacion del dafio. Esto es un paso crucial para disefar el
experimento de scRNAseq. La zona que delimitamos como el borde de la
guemadura corresponde a una circunferencia de 4 mm de grosor, que representan
el area del tejido en donde eliminamos las células necroticas, pero capturamos a las
células que, aunque dafadas, se activaran para iniciar el reclutamiento de otras
estirpes celulares importantes para la reparacion del dafio. Esto ocurre

principalmente en fases agudas como el dia 3 pqg, pero decidimos mantener el
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mismo enfoque para 7 y 14 pq con la finalidad de analizar la dinamica de las
poblaciones celulares en la misma zona del tejido. Después de procesar el tejido y
realizar la digestion enzimética y disociacién mecanica, obtuvimos conteos celulares
de mas de un millén de células con viabilidad superior al 90%. Estas condiciones
son requeridas para el experimento de scRNAseq que se realizara en el futuro
(Haque et al., 2017). Hasta la fecha, no se han realizado estudios de scRNAseq en
modelos murinos de quemadura, por lo que nuestro disefio experimental es pionero
en esta area. Las aportaciones del presente trabajo representan el primer objetivo
para poder utilizar la metodologia de scRNAseq para estudiar la manera en la que
responden las distintas poblaciones celulares en las diferentes etapas de la

cicatrizacion de una quemadura grave.
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CONCLUSIONES

1. La quemadura generada en el modelo murino corresponde a las
caracteristicas de una quemadura de segundo grado profundo, ocupa una

extension corporal del 8% del ratén, y mimetiza las tres zonas de Jackson.

2. Los dias 3,7 y 14 después de la quemadura son representativos del inicio de

las fases de inflamacion, reepitelizacion y remodelacion, respectivamente.

3. El borde de la quemadura se definié como el area de 4 mm que abarca tejido

de las zonas de estasis (2 mm) y de hiperemia (2 mm).

4. El método de disociacion de la piel quemada permite obtener muestras

celulares en condiciones Optimas (conteo y viabilidad) para estudios

posteriores como el andlisis de scRNAseq.
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ANEXOS

ANEXO 1

Evidencias Fotograficas” Escala del dolor “.

Not present Moderate

0
u

# de dias 1

Orbital tightening

Cheek bulge

)

Ear position

Whisker change

Anexo 1. Las imagenes de ratones exhiben comportamientos y rasgos faciales (ojos, nariz, mejillas,
orejas y bigotes), los cuales brindan informacién acerca del dolor subjetivo en los ratones, esto es
posible observar, a partir del disefio de codificacién que consta del cambio de posicion y cambio en
las expresiones faciales. Cada pardmetro esta asociado por los valores que propone Langford en su
estudio; valor 0 (dolor ausente), valor 1 (dolor moderadamente visible), 2 (sensacién grave) (Langford

et al., 2010).
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