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RESUMEN 
La reparación de la piel es un proceso muy complejo coordinado por una serie de 
señalizaciones moleculares estimuladas por la liberación de citocinas y factores de 
crecimiento por parte de células del tejido epidérmico, como los fibroblastos, que 
cumplen la función de re-estructurar la matriz extracelular mediante la degradación 
y depósito de proteínas que permitan procesos como la migración celular, 
proliferación y con ello la reconstrucción del tejido.  

La interrupción del proceso de reparación genera heridas crónicas difíciles de sanar 
por sí solas. Frecuentemente las heridas que no sanan se estacionan en la 
transición entre las fases de inflamación y proliferación provocando que la re-
epitelización de la herida quede incompleta. La cicatrización es el producto final del 
proceso de reparación común de los mamíferos  y se caracteriza por la formación 
de un tejido fibrótico rico en colágena, que muchas veces resulta disfuncional y anti-
estético. En ambos casos, la generación de heridas crónicas y cicatrices 
hipertróficas puede generar diferentes tipos de impacto a la salud.  

El objetivo de la ingeniería de tejidos es la búsqueda de materiales con diferentes 
características químicas, físicas y biológicas, que tengan la capacidad para soportar 
el crecimiento celular y al mismo tiempo favorezcan procesos de reparación y 
regeneración. 

Las células troncales derivadas de tejidos adultos son un recurso de gran potencial 
dentro del área de la medicina regenerativa y la ingeniería de tejidos, gracias a sus 
propiedades para auto-renovarse y diferenciarse a distintos linajes celulares que 
permiten la regeneración y el re-establecimiento de la funcionalidad de órganos y 
tejidos dañados. 

La multipotencialidad de las células troncales mesenquimales (MSC) y su capacidad 
para acelerar el proceso de reparación de diferentes tejidos a través de la secreción 
de factores de crecimiento y  su transformación directa a ciertos tipos celulares se 
ha demostrado en numerosas investigaciones. En la última década el tejido adiposo 
se convirtió en un recurso biológico muy conveniente pues hasta hace pocos años 
se consideraba como un “tejido de desecho” proveniente de cirugías estéticas. 
Recientemente se dio a conocer su potencial terapéutico gracias a la abundancia 
relativa de MSC que contiene en comparación con la médula ósea, que 
representaba la principal fuente de ADMSC (por sus siglas en inglés células 
troncales mesenquimales derivadas de tejido adiposo). 
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La piel porcina es un recurso que ha sido utilizado frecuentemente en el tratamiento 
de heridas y quemaduras en la piel, pues otorga una barrera temporal que protege, 
hidrata y previene infecciones. Recientemente el grupo de investigación del Dr. 
Sánchez-Sánchez, utilizó piel porcina radio-esterilizada como andamio dentro del 
área de ingeniería de tejidos y determinaron que es capaz de mantener la 
proliferación y viabilidad de células ADMSC. Este hecho se puede atribuir a la 
similitud que tiene con la piel humana en cuanto a la composición de la matriz 
extracelular compuesta principalmente por colágena I, sin embargo no hay estudios 
que lo soporten. 

El objetivo de este trabajo fue generar un cocultivo de ADMSC y fibroblastos 
empleando piel porcina radio-esterilizada como andamio para evaluar el efecto de 
su interacción sobre la liberación de factores de crecimiento y la expresión de 
proteínas de matriz extracelular. Los resultados sugirieron que la PPR tiende a 
regular la producción del RNAm de Col I, Col III modificando su proporción, además 
estimula la liberación de VEGF, EGF y FGFb. Sin embargo es necesario realizar un 
mayor número de los experimentos para confirmar los  resultados aquí presentados. 
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ABSTRACT 
Skin wound healing is a dynamic and complex process which evolves at different 
phases and is highly regulated by molecular and cellular pathways. Epidermal cell 
populations like fibroblasts, for example, interact with cytokines and growth factors 
delivered to the injured area letting the activation of signaling cascades to remodel 
the extracellular matrix (ECM). Fibroblast is capable of degrading and producing 
distinct proteins in order to provide an environment which allows migration, 
proliferation and angiogenesis. 

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

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

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

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

Pork skin has been used as a protective barrier while keeping hydration which helps 
prevent infections. Recently Sánchez S. and his team proposed using pork skin that 
has been radio-sterilized like a scaffold to support ADMSC due to its capacity to 
maintain their viability and to promote proliferation. Leading to the hypothesis that 
the high similarity between pork and human ECM composition (mainly by collagen 
type I) plays an important role, although there is not an official scientific report on it. 
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The objective of this project was to generate an ADMSC and fibroblast co-culture, 
using a scaffold of radio-sterilized pork skin to evaluate the release of growth factor 
and the ECM-related protein expression. The results suggested PPR is regulating 
collagen I and III mRNA expression, modifying the proportion between them (against 
the control group) while stimulating VEGF, EGF and bFGF secretion. 

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

1.1 ESTRUCTURA Y FUNCIÓN DE LA PIEL 
 

La piel es un órgano complejo dinámico compuesto por diferentes tipos de células 
y estructuras especializadas. Es el órgano más extenso, en el ser humano adulto 
tiene en promedio un área de 2 m2, su peso varía entre 3 y 4 kg; y su grosor 
promedio es de 4 mm. Recubre toda la superficie y es continua con la membrana 
mucosa de los  sistemas respiratorio, digestivo y urogenital1,2.  

La piel está constituida por dos capas superpuestas que de la superficie a la 
profundidad son: la epidermis que deriva del ectodermo, la dermis de origen 
mesodérmico y entre la dermis profunda y la fascia (tejido conjuntivo), se encuentra 
el tejido subcutáneo o hipodermis que dependiendo del autor se considera o no 
parte de la piel1,3,4. La piel posee anexos cutáneos especializados que comprenden: 
los folículos pilosos, las glándulas sebáceas y sudoríparas (ecrinas y apocrinas) que 
en conjunto constituyen el sistema tegumentario5. 

 La epidermis es la capa más delgada de la piel, dependiendo del sitio anatómico 
mide entre 0.1 mm en los párpados y hasta 1 mm en las palmas de las manos y 
plantas de los pies mientras que la dermis mide entre 2 y 8mm (en los párpados es 
muy delgada y en la espalda es muy gruesa) [Fig.1] 1,4–6.  

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

• Actúa como barrera protectora contra agentes físicos, químicos y biológicos 
del medio externo. Esta barrera es semi-permeable para sustancias 
hidrofílicas e hidrofóbicas lo que permite que el cuerpo humano sea un 
sistema abierto que interactúa y reacciona con el medio externo.  

• Provee de una eficaz protección contra la radiación ultravioleta mediante la 
producción de melanina, que funciona como una barrera física protectora que 
rodea al núcleo y dispersa los rayos ultravioleta reduciendo su absorción por 
la epidermis.  

• Previene la deshidratación evitando la salida de líquido tisular manteniendo 
el equilibrio hidroeléctrico.  

• Actúa como termorregulador mediante diferentes mecanismos que incluyen: 
la secreción de sudor, lo que propicia una disminución de la temperatura, la 
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pilo-erección que permite que una delgada capa de aire caliente permanezca 
en la superficie cutánea y la regulación del paso de sangre por el lecho capilar 
dérmico ya sea la vasoconstricción o vasodilatación. 

• Es un órgano inmunológicamente activo, pues procesa sustancias 
antigénicas que se le presentan y genera respuestas locales y sistémicas. 

• Transmite información sensitiva acerca del medio externo al sistema 
nervioso, gracias a la presencia de mecanoreceptores y terminaciones libres 
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Ross and Pawlina, 2015, Histología atlas y texto 

 
 

 

 

 

 

Figura 1. Micro-anatomía de la piel. La estructura primaria de la piel está compuesta por la 
epidermis, que es un epitelio estratificado plano cornificado que se renueva constantemente. La 
dermis compuesta por tejido conjuntivo denso altamente vascularizado, dentro de la cual se 
distinguen dos capas: la papilar, que dentro de sus funciones se encuentra el aportar nutrientes a la 
capa epidérmica y la reticular, que corresponde a la dermis profunda rica en colágena y otras 
proteínas de matriz extracelular que otorgan sostén y resistencia a la piel. La hipodermis es el tejido 
subcutáneo de origen adiposo y presenta grosores muy variables. Los derivados epidérmicos de la 
piel incluyen: Folículos pilosos y pelo, glándulas sudoríparas y sebáceas y uñas (no se muestran) que 
en conjunto constituyen un órgano muy complejo capaz de permitir la interacción del organismo 
interno con el ambiente externo.  
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1.1.2 LA EPIDERMIS 
 

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

El 90% de la epidermis está constituida por células epiteliales llamadas 
queratinocitos, que tienen la particularidad de transformarse progresivamente al 
migrar a través de diferentes estratos (cornificación) organizadas en cinco niveles 
denominados: basal, espinoso, granuloso, lúcido y córneo. El estrato lúcido está 
presente únicamente en zonas de piel sometida a procesos de abrasión continua 
(palmas de las manos y plantas de los pies) [Fig.2] 4,7,8. 

El estrato basal, es la capa más profunda y establece una sólida unión con la 
dermis subyacente a través de la membrana basal a la cual se encuentra anclada 
mediante hemidesmosomas y adhesiones focales (uniones entre células y ECM). 
Está compuesta por células con diferentes capacidades proliferativas9 dentro de las 
cuales encontramos a las células troncales epidérmicas, que poseen una alta 
capacidad proliferativa aunque sus ciclos celulares son generalmente largos (de 50-
200 horas)2, por lo que se dividen infrecuentemente. Se localizan en diferentes 
áreas del estrato basal (como en el bulbo del folículo piloso), las células troncales 
epidérmicas tienen la capacidad de responder ante la liberación diferentes factores 
de crecimiento liberados por el células del tejido cuando éste se ha dañado y así 
migrar y acelerar su crecimiento para regenerarlo10. 

Como producto de la división asimétrica de las células troncales epidermales, se 
originan dos células hijas, una de ellas conservará las características de troncalidad 
mientras que la otra poseerá una capacidad proliferativa limitada, a éstas se les 
conoce como células amplificadoras transitorias que son las responsables del 
mantenimiento y crecimiento del epitelio pues se dividen con mayor frecuencia9.  

El mecanismo de estratificación de la epidermis aún no se ha dilucidado 
completamente, sin embargo una de las teorías explica que  las células epidermales 
usan su polaridad para realizar una división mitótica en dirección paralela a la 
membrana basal y de esta manera una de las células hijas es empujada hacia el 
estrato suprayacente y con ello pierde su capacidad proliferativa para comenzar su 
periodo de diferenciación a través del paso por los sustratos suprayacentes 
(proceso que tarda generalmente alrededor de 28 días), mientras que la célula hija 
restante permanecerá en la capa basal para continuar con el proceso11. 

Las células basales se caracterizan por su forma cuboidal, su núcleo es prominente 
con poca heterocromatina marginal, se encuentran unidas entre sí a través de 
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desmosomas, presentan vacuolas que contienen melanosomas pigmentados 
transferidos por los melanocitos que se encuentran intercalados entre ellas. En este 
estrato también encontramos células de Merkel que son mecanoreceptores muy 
importantes que se retomarán más adelante5 

El estrato espinoso, esta formado de 5 a 10 capas de queratinocitos que son más 
grandes que en el estrato basal, tienen forma poliédrica y núcleos más grandes y 
redondos4. Además de su apariencia espinosa dada por la presencia de 
evaginaciones citoplasmáticas que permiten la unión célula-célula a través de 
desmosomas,  las células que constituyen esta capa contienen cuerpos lamelares 
o de Odlan, que son estructuras ovoides de 100-200 nm provenientes del Golgi y 
contienen enzimas hidrolíticas, inhibidores enzimáticos y láminas lipídicas formadas 
por fosfolípidos, glicosilceramidas y colesterol, las cuales liberarán su contenido en 
los estratos suprayacentes como precursores de la formación de la barrera de 
permeabilidad, cuya función es evitar el paso de líquido intersticial desde el medio 
interno hacia el medio externo, con lo que se evita la deshidratación.  Esta barrera 
también impide el paso de moléculas y compuestos hidrofílicos desde el exterior, 
mientras las moléculas de naturaleza lipídica, como las hormonas esteroideas, 
fácilmente penetran en la piel2,5. 

Las células espinosas más superficiales aumentan de tamaño y se adelgazan en un 
plano paralelo a la superficie donde los núcleos también se alargan en lugar de ser 
redondos4,10.  

El estrato granuloso, es la capa más superficial de la porción no queratinizada y 
viable de la epidermis. Está constituida de 1-3 capas de queratinocitos aplanados 
cuyos núcleos son ovoides y de abundante heterocromatina. Contiene numerosos 
gránulos densos de queratohialina que poseen proteínas como la pro-filagrina. 
Conforme los queratinocitos van siendo desplazados hacia la superficie córnea, los 
queratinosomas crecen, se acercan al polo apical de la célula y se fusionan con la 
membrana plasmática; vierten su contenido en los espacios intercelulares entre las 
capas granulosa y córnea y por escisión enzimática se genera la filagrina, proteína 
matricial de los corneocitos que retrasa la pérdida de agua6,8,10.  

El punto final de la cornificación es un queratinocito muerto, con diferenciación 
terminal llamado corneocito. Carece de núcleo por la activación de endonucleasas, 
enzimas muy eficientes que degradan proteínas, ADN y ARN, sin embargo los 
queratinocitos apoptóticos se retraen antes de ser fagocitados por las células 
vecinas, mientras que se aplanan y se integran en la capa córnea.  

El espacio extracelular está formado por agua y lípidos provenientes de los cuerpos 
lamelares que liberan su contenido a través de su fusión con la membrana 
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plasmática permitiendo la formación de entrecruzamientos proteicos a lo largo de la 
membrana interna de los queratinocitos8,10. 

El estrato córneo está formado de 18 a 21 filas de células, es la capa de espesor 
más variable pues se torna más gruesa en los sitios sometidos a un desgaste mayor, 
como ocurre en la formación de callos en las palmas de las manos y en los pulpejos 
de los dedos5, dando origen a un quinto estrato, el estrato lúcido, ubicado 
inmediatamente por debajo del estrato córneo, y por su naturaleza es considerado 
una subdivisión del estrato córneo. 

Bajo condiciones basales, los queratinocitos requieren alrededor de 2 semanas para 
perder su núcleo y aproximadamente 2 semanas más para ser desplazados del 
estrato córneo, proceso llamado descamación. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Pawlina y Ross, 2015, Histología Atlas y texto 

1.1.3 UNIÓN DERMOEPIDÉRMICA 
 

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

Figura 2. Fotomicrografía de un corte histológico de la planta de un pie teñida con H&E. Esta imagen 
muestra las capas de la piel gruesa, se ve la epidermis (Epi) que contiene un estrato córneo (SC) muy grueso. 
Se observa también el resto de los estratos de la epidermis (excepto el estrato lúcido) el estrato basal (SB), 
el estrato espinoso (SS) y el estrato granuloso (SGr). Se puede observar a la izquierda un conducto de 
glándula sudorípara (D) que atraviesa la dermis (Derm) para después seguir un trayecto a través de la 
epidermis. Se pueden observar los brotes epidérmicos en profundidad conocidos como crestas interpapilares 
y también las protusiones de tejido conjuntivo o papilas dérmicas. Debe tenerse en cuenta también la mayor 
celularidad de la dermis papilar (PL) y que los haces de fibras colágenas de la dermis reticular (RL) son más 
gruesos que los de la dermis papilar. 65 X. 
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La membrana basal da soporte a la capa epidérmica, regula la adhesión celular, la 
señalización que media el movimiento y crecimiento de queratinocitos y fibroblastos, 
determina la polaridad de crecimiento y la organización del citoesqueleto de las 
células basales12,13. 

 Se pueden distinguir dos zonas que la conforman: la lámina lúcida y lámina densa. 
Las células basales de la epidermis se encuentran ancladas débilmente a la 
membrana basal lúcida mediante hemidesmosomas y está compuesta por proteínas 
como fibronectina, nidógeno, integrina α6β4 y laminina 332 (laminina 5 en la 
nomenclatura antigua) que forman microfilamentos que se conectan a través de los 
desmosomas con la lámina densa subyacente compuesta por colágena IV, V y 
laminina III2,13.  

La unión dermoepitelial exhibe un contorno muy irregular (excepto en los párpados), 
tiene una forma ondulada resultado del aumento del tejido epidérmico y su 
proyección dentro de la dermis (crestas epidermales) y el tejido conjuntivo laxo que 
queda entre ellas recibe el nombre de papilas dérmicas5 [Fig.1], estas 
interdigitaciones son las responsables de la formación de las huellas dactilares y los 
diferentes patrones en las palmas de las manos y las plantas de los pies2. 

 

1.1.4 LA DERMIS 
 

La dermis es un sistema de fibras, filamentos y tejido conectivo amorfo cuya 
sustancia fundamental contiene glucosaminoglucanos y mucopoliscáridos ácidos, 
alberga una gran cantidad de nervios y redes vasculares que proveen nutrición y 
soporte a la epidermis. El componente celular más abundante son los fibroblastos 
aunque también encontramos macrófagos y mastocitos, y como respuesta a 
diferentes estímulos, podemos observar también células plasmáticas y leucocitos2.  

De acuerdo al grosor de las fibras de colágena, la celularidad y la vascularidad 
presentes en ellas, este tejido se divide en dos partes: la dermis papilar y  la dermis 
reticular, que se encuentra dividida físicamente por el Rete subpapiliare que se 
refiere a un plexus vascular entre ambas capas4.  

La dermis papilar es una delicada y desorganizada red de fibras delgadas de 
colágena tipo I, III y fibras elásticas inmaduras secretadas por fibroblastos inmersos 
en la matriz, además está compuesta por una gran cantidad de matriz intersticial 
constituida por ácido hialurónico y proteoglicanos4,14. 

La dermis reticular consiste en una red paralela a la superficie de la piel de tejido 
conectivo denso irregular, formado de gruesos haces de colágena I, III y en menor 
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cantidad V y fibras de elastina duras. Esta red, presenta un menor contenido celular 
y se extiende desde la base de la zona papilar hasta la hipodermis limitada por el 
plexus vascular rete cutaneum y su espesor varía dependiendo de la superficie 
corporal1,5,15.  

Los elementos que rellenan los espacios entre las fibras principalmente son: 
mucopolisacáridos, proteoglicanos e hialuronato. Estos componentes extrafibrilares 
proporcionan propiedades de hidrogel a la dermis, lo cual facilita el movimiento de 
fluidos, moléculas  y células inflamatorias, así como resistencia a la compresión8.  

 

1.2 FIBROBLASTOS Y SU  IMPORTANCIA COMO PARTE DE LA PIEL 
 

Los fibroblastos fueron descritos hace más de 50 años, se definen por su morfología 
estrellada y elongada, tienen la capacidad de crecer en monocapa y migrar sobre la 
superficie16–19 [Fig.1]. Morfológicamente se caracterizan por presentar un núcleo 
ovalado que contiene uno o dos nucleólos, un extenso retículo endoplásmico 
rugoso, un prominente aparato de Golgi y una gran cantidad de material 
citoplasmático granuloso18,20.  

Los fibroblastos son el tipo celular más común del tejido conjuntivo, otorgan 
estructura a través de la secreción de moléculas de matriz extracelular (ECM) como: 
colágenas, proteoglicanos y glicoproteínas, propias de los diferentes órganos y 
tejidos en los que se encuentren19. Son en gran parte responsables del 
mantenimiento y remodelación de la ECM a través de la secreción de una mezcla 
de moléculas bioactivas (factores de crecimiento, citocinas y quimiocinas) que 
regulan procesos biológicos complejos como el desarrollo embrionario, 
envejecimiento, la reparación de heridas o el desarrollo de enfermedades ya sean 
fibróticas, cáncer de piel, psoriasis, entre otras21. 

 

 

1.2.2 CARACTERÍSTICAS FÍSICAS Y QUÍMICAS DE LOS FIBROBLASTOS 
 

- Morfología y marcadores  

Los fibroblastos se pueden originar a partir de las 3 capas blastodérmicas, sin 
embargo los de origen mesenquimal son más frecuentes y comparten muchas 
características con adipocitos, osteocitos y condrocitos lo que ha dificultado su 
identificación debido a la carencia de un marcador específico del linaje. Una 



 

 12 

herramienta muy útil para su reconocimiento es el empleo de el anticuerpo anti-
vimentina, que reconoce a un tipo de filamento intermedio muy abundante en 
fibroblastos, sin embargo, no es una propiedad única del linaje, pues también lo 
presentan células endoteliales y neuronas19. 

Uno de los marcadores más empleados para su identificación es la proteína de 
superficie de fibroblastos (FSP1, por sus siglas en inglés), descrita por primera vez 
en 1976 por Vaheri A et al; en dónde reportaron que se puede localizar ya sea 
intracelularmente distribuida en el citoplasma, en la superficie celular asociada a 
estructuras fibrilares, sobre el sustrato de crecimiento formando una red fibrilar que 
se extiende fuera del cuerpo celular y de manera soluble en el medio extracelular22. 
Aunque, años más tarde se reportó la presencia de ésta proteína en otros linajes 
celulares (células endoteliales, musculares, plasmáticas y condrocitos). En 1995, 
Saalbach A. et al; desarrollaron un anticuerpo monoclonal (MoAbs) para proteínas 
de superficie de fibroblastos que desde entonces ha sido un recurso muy empleado 
para el estudio de este linaje celular23 [Fig.3].  

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

 

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

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

 
 

 

1B10 Tubulin TE-7 
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1.2.3 FIBROBLASTOS EN LA PIEL 
 

La piel es un órgano heterogéneo dentro del cual se pueden distinguir áreas 
anatómicas con características particulares como: crecimiento de pelo, grado de 
cornificación, espesor de la dermis, etc. Por ejemplo, el área palmo-plantar carece 
de folículos pilosos pero presenta una mayor concentración de glándulas ecrinas y 
al ser una zona de abrasión constante, los fibroblastos en estas áreas influyen sobre 
los queratinocitos para formar un estrato córneo hiper-queratinizado.  

Esta heterogeneidad es establecida de acuerdo a las diferentes interacciones entre 
el epitelio y el  mesénquima específico del sitio anatómico que es definido por los 
fibroblastos residentes. Las estrechas interacciones epitelio-mesénquima1, no son 
propias de la piel, se trata de un suceso de gran importancia en todos los órganos 
epiteliales, por ejemplo: los fibroblastos del área urogenital inducen la diferenciación 
de epitelio de la próstata hacia precursores de la glándula prostática, ó aquellos 
fibroblastos presentes en el metanefros que inducen la diferenciación a nefronas en 
el riñón, otro claro ejemplo, son los fibroblastos que se encuentran en la dermis 
papilar y que son capaces de formar folículos pilosos, característica que se pierde 
en fibroblastos que se encuentran en la capa papilar24. 

1.2.4 CLASIFICACIÓN DE FIBROBLASTOS DÉRMICOS. 
 

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

• Profundidad de la dermis (Cormack 1987)  
• Origen embrionario (Le Liévre and Le Douarin, 1975) 
• Expresión genética y sitios anatómicos (Chang 2002) 

En este trabajo tomaremos como referencia la primera clasificación que divide a los 
fibroblastos de acuerdo a la ubicación anatómica que ocupan dentro del tejido 
dérmico.  

Se ha establecido que en los primeros 0.3 mm se localiza la población de 
fibroblastos papilares (PF) y los próximos 0.7 mm los reticulares (RF) 25,26. El cultivo 
y propagación de éstas poblaciones han demostrado que los fibroblastos residentes 

 
1 Se conocen como interacciones epitelio-mesénquima a la red de comunicación establecida entre las poblaciones celulares 
ya sean homo ó heterotípicas del epitelio y aquellas que conforman el tejido conectivo que se encuentra entre los órganos y 
tejidos (mesénquima). 
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de cada capa presentan ciertas diferencias, por ejemplo, los PF tienen la capacidad 
de dividirse más rápidamente que aquellos que componen la capa reticular 25–27, 
además de alcanzar una mayor confluencia pues tienen una inhibición de contacto 
parcial 26.  

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

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

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

La ECM papilar se caracteriza por ser delgada y presentar fibras de colágena tipo I 
y III poco organizadas que contrastan con las fibras reticulares de mayor densidad 
y organización26 [Fig.4]. Estudios inmuno- histoquímicos han permitido describir a 
mayor profundidad las diferencias moleculares existentes, por ejemplo: la decorina 
que es un proteoglicano de la matriz se encuentra más expresada en la capa papilar 
y por el contrario microfibrillas de versicano son más abundantes en la capa 
reticular.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 1.2.5  IMPORTANCIA BIOLÓGICA DE LOS FIBROBLASTOS 

 

Como ya se mencionó anteriormente los fibroblastos son importantes  reguladores 
de la homeostasis de los diferentes órganos y tejidos de los que forman parte. Esta 
regulación es posible gracias a la gran habilidad que poseen para establecer una 

Figura 4. Fibroblastos dérmicos y la expresión de colágenas en cultivo. La dermis se encuentra justo debajo 
de la capa epidérmica (Epi) de la piel y está compuesta por dos capas funcionales: papilar (Dp) y reticular (Dr), 
conformadas por diferentes poblaciones de fibroblastos, que poseen capacidades diferentes de secreción de 
proteínas de matriz. La tabla nos muestra las diferentes capacidades de secreción de colágena de los fibroblastos 
en monocapa. La capa papilar se caracteriza por ser delgada y presentar finas fibras de colágena poco organizadas 
que contrastan con las fibras densas de la dermis reticular de mayor organización. 

 

Componente de la Fibroblastos papilares Fibroblastos reticulares 

matriz 

Colágenas I y 111 Producida en una proporción Producida en un a proporción 
similar al de RF similar al PF 

Colágena Vy VI Producida Producida 

Colágena XI 1 producida Producida 

Colágena XIV No producida en cu ltivo No producida en cultivo 
monocapa monocapa 

Colágena XVI Producida en altos niveles Producida en bajos niveles 
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comunicación celular eficaz y constante (ya sea con células de su mismo linaje u 
otro tipo de células circundantes) y su consecuente capacidad para modificar la 
matriz extracelular. 

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

Independientemente de la naturaleza de la señal, la célula blanco o receptora puede 
responder gracias a la presencia de receptores protéicos, que en su mayoría son 
proteínas transmembranales que se unen a la molécula señalizadora o ligando de 
manera específica. 

La relación entre la interacción de moléculas señalizadoras y moléculas receptoras 
tienen la capacidad de estimular o inhibir diferentes procesos celulares a través de 
la activación de una cascada de señalización intracelular que culmina con alguna 
modificación en el comportamiento de la célula receptora por ejemplo: la 
reorganización del citoesqueleto, el crecimiento o la diferenciación celular, la 
apoptosis, etc. Estas particulares respuestas forman parte de un proceso dinámico 
en el cual múltiples eventos pueden estar sucediendo al mismo tiempo y su 
combinación es el resultado de procesos biológicos complejos como el desarrollo 
embriológico, envejecimiento, la reparación de heridas, etc28. 

1.3 MATRIZ EXTRACELULAR 
 

La matriz extracelular consiste en una compleja red de macromoléculas tejido – 
específicas que se interconectan para formar una estructura estable que otorga las 
propiedades mecánicas de cada tejido.  Según Mouw JK (2014), la ECM se define 
como el conjunto de todas las moléculas secretadas por las células y que son 
inmovilizadas en el espacio extracelular, incluyendo factores de crecimiento, 
citocinas y moléculas de adhesión29.  

La ECM separa y mantiene la diferenciación y homeostasis de los diferentes 
órganos y tejidos del cuerpo, determina y controla diferentes procesos celulares 
como: proliferación, adhesión, diferenciación, migración, polaridad y apoptosis 
mediante la regulación sobre la abundancia de los factores de crecimiento y sus 
receptores, el nivel de hidratación, el pH del microambiente, etc30. 

La ECM está compuesta por una serie de moléculas  que difieren bioquímica y 
estructuralmente que  en conjunto forman el matrisoma, dentro del cual al menos 
se consideran 300 proteínas (43 subunidades de colágenas, alrededor de 36 



 

 16 

proteoglicanos, 200 glicoproteínas) conocidas como “nùcleo del matrisoma” que 
corresponde a moléculas estructurales básicas que forman la ECM y representan 
del 1 al 1.5% del proteoma en mamíferos31.   

Dentro de éstas proteínas de matriz, la más abundante en el cuerpo humano es la 
colágena que comprende alrededor del 77% del peso seco de la piel (libre de tejido 
adiposo) 32. 

 

1.3.2 COLÁGENAS 
 

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

La estructura de triple hélice de las colágenas es dextrógira, es decir, que se forma 
hacia el sentido de las manecillas del reloj, cada una de las cadenas contiene uno 
o varios dominios2 de repeticiones Gly-X-Y en donde X y Y pueden ser cualquier 
aminoácido, aunque generalmente estos sitios son ocupados por prolina e 
hidroxiprolina respectivamente y se conoce como dominio colagénico. 

 Algunas moléculas colagénicas ensamblan 3 cadenas α iguales (homotrímeros) y 
otras están compuestas por dos o tres cadenas α diferentes (heterotrímeros), que 
determinan las propiedades mecánicas de las fibras que las contienen así como su 
asociación con otras proteínas estructurales que resultan en la formación de la 
estructura básica de la ECM29,33,34. 

 

 

 

 

 
2 Dominio. Se refiere a una secuencia de aminoácidos específica y conservada que se repite a lo largo de una cadena 
polipeptídica, sin embargo su función   puede variar de una proteína a otra. 
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Las colágenas forman una de las familias más grandes genética, estructural y 
funcionalmente. Estas proteínas se transcriben en RNA mensajeros (mRNA por sus 
siglas en inglés) permitiendo la síntesis del precursor polipeptídico (cadenas α) que 
contienen secuencias de reconocimiento para entrar al retículo endoplásmico y 
posteriormente al Golgi, en donde son sometidas a una serie de modificaciones 
post-traduccionales que  corresponden a  la hidroxilación de residuos de prolina y 
lisina seguida de la glicosilación (adición de galactosa y glucosilglactosa) de ciertos 
residuos hidroxilisina. 

 La formación de  residuos de hidroxiprolina a lo largo de las cadenas α es 
indispensable para su correcto plegamiento pues son sitios que permiten la 
formación de puentes de hidrógeno intercatenarios que estabilizan la hélice y las 
interacciones electrostáticas entre las lisinas en el espacio extracelular 33,35,36. 

Los precursores de colágena (pre-colágenas) son secretados por exocitosis 
conteniendo en sus extremos las terminaciones amino y carboxilo que serán 
removidos por acción de metaloproteinasas específicas, las cuales permiten la 
maduración de la colágena seguida de su alineamiento y la formación de fibrillas en 
el espacio extracelular 29,33,34 [Fig 6]. 

Fig. 5 La superfamilia de las colágenas 

Las colágenas se han dividido de acuerdo a su longitud, el número de dominios espiralados colagénicos y módulos no colagénicos y la 
arquitectura de ensamblaje 

- Topo 

Fibrilar 1,11,111,V,Xl,XXIV,XXVII 

FACIT IX,Xll,XIV,XVl,XIX,XX,XXl,XXII 

Membrana basal IV 

Cadena larga VII 

Filamentosas VI 

Cadena corta VIII. X 

Multiplexinas Xlll, XVll, XXIII 

MACIT Xlll, XVll,XXIII 

Oescnpc1ón 

Forman parte de matrices fibrosas como la de la piel, el hueso, 
cartílago y ligamentos 

Colágenas asociadas a fibras, se encuentran formando puentes 
asociándose a col l y 11 

Estructuras en forma de red que se encuentran asociadas a 
proteínas de la membrana basal y lamininas 

Anclan fibrillas asociadas a la membrana basal 

Forman microfibrillas 

Forman estructuras hexagonales 

Contienen múltiples dominios de triple hélice con interrupciones 
que contienen glicosaminoglicanos 

Son proteínas transmembranales que contienen dominios 
intracelulares 

Las colágenas tipo I y 111 componen el 90 y 10% respectivamente la dermis, mientras que la colágena V representa el 2% y otros tipos de 
colágenas como la colágena IV, VII.XVII se encuentran de manera normal en la piel pero en mucho menores proporciones. 

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

 

1.3.3 Colágenas en la piel 
 

La colágena I es una molécula heterodimérica compuesta por 2 cadenas α1 y una 
cadena α2, están codificadas por los genes: COL1A1 y COL1A2 respectivamente. 
Cada cadena contiene más de 1014 aminoácidos, su longitud aproximada es de 
300nm y tiene una amplitud de 1-5 nm. Cuenta con 3 dominios: N-terminal no 
colágenico (N-telopéptido), dominio central colagénico y dominio C-terminal no 
colagénico (C-telopéptido). El dominio central abarca el 95% del total de la molécula. 

A)  
B) 

C) 

Figura 6. Síntesis de colágena y la formación de fibrillas de la matriz. A) La estructura básica de la 
colágena esta dada por cadenas α formadas por una serie de repeticiones Gly-X-Y (1) y los extremos 
amino (N) y carboxilo (C) terminal. Las cadenas pueden ser de tipo 1 o 2 y se intercalan para originar 
triples hélices ya sean homotrímeros o heterotrímeros dentro del RE rugoso(2). Después de una serie de 
modificaciones post- traduccionales en el Golgi, se origina la procolágena que será liberada al espacio 
extracelular (3) Una vez fuera de la célula y por actividad de proteasas, las terminaciones amino y 
carboxilo son escindidas de la molécula y se obtiene la colágena madura (4). B) Esta sección representa 
la formación de microfibrillas, fibrillas y finalmente las fibras de colágena, mecanismo que ocurre gracias 
a la actividad de enzimas lisil oxidasas que catalizan la formación de enlaces covalentes entre moléculas 
de colágena y que son estabilizados por moléculas como FACIT ( fibril-associated collagens with 
interrupted triple hélices) y SLRPs (small leucine-reach repeat proteoglycans) que otorgan resistencia al 
tejido. C) Representación de la organización en forma de red de las fibras de colágena en la piel, basada 
en el trabajo de Gibson et al. En donde también se muestra la distribución 3D de la red. 

 

4 
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La colágena III estructuralmente es un homotrímero compuesto por tres cadenas α1  
codificadas por el gen COL3A1 y también la podemos encontrar en la dermis. 
Contiene 129 residuos siendo un poco más larga que la colágena I. Ambos tipos de 
colágena pertenecen a la clase fibrilar 37,38. 

1.3.4 Proteoglicanos 
 

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

Los GAGs se clasifican de acuerdo a la estructura básica de carbohidratos es decir 
su distribución y densidad a lo largo de la proteína central, dentro de los principales 
subtipos se encuentran: condritin sulfato, dermatán sulfato , heparán sulfato, y ácido 
hialurónico. 

Los proteoglicanos como el versicano, agrecano, decorina, perlecano, regulan el 
ensamblaje a fibras de colágena y además sirven como reservorios de factores de 
crecimiento y junto con los  GAGs están implicados profundamente en procesos 
como hemostasis, transporte y absorción de lípidos, crecimiento y migración celular, 
desarrollo, etc29. 

1.3.5 Glicoproteínas 
 

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

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

La fibronectina es una glicoproteína heterodimérica constituida por unidades 
diméricas unidas por un puente disulfuro que forman polímeros largos organizados 
en repeticiones de 3 dominios diferentes (I,II y III) dentro de los cuales el dominio III 
abarca más de la mitad de su estructura completa.  
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La fibronectina contiene sitios de unión a fibrina, heparina, colágena, integrinas 
entre otros dominios de la superficie celular, por lo cual es un intermediario tanto de 
las conexiones entre las moléculas de la ECM así como de las interacciones matriz-
célula. La fibronectina se puede encontrar en los tejidos como fibras insolubles pero 
también de forma soluble en fluidos como la sangre.  

En el caso de los fibroblastos, la fibronectina se asocia con integrinas a través del 
dominio fibrilar Arg-Gly-Asp (RGD)  en sitios específicos llamados adhesiones 
fibrilares, que son adhesiones focales que se conectan intracelularmente con 
filamentos de actina y junto con la actividad de la proteína motora miosina, generan 
una tensión entre el citoesqueleto y la matriz extracelular, con lo cual las fibras de 
fibronectina se estiran exponiendo una mayor  cantidad de dominios de unión tanto 
a otras fibras como a integrinas, de esta forma el citoesqueleto de actina funciona 
como estimulador de la polimerización de fibrina y el ensamblaje de la ECM29.  

 

1.4 HERIDAS CUTÁNEAS 
 

Las heridas cutáneas según Lazarus (1994), se definen como una discapacidad 
anatómica-estructural y funcional de la piel, que varían en su etiología y tratamiento. 
Las heridas se pueden clasificar de acuerdo a varios criterios, uno de ellos es el 
tiempo de reparación. 

Dentro de esta clasificación podemos distinguir las heridas cutáneas agudas, que 
tienen la cualidad de seguir un proceso complejo y ordenado a través del cual 
restauran su integridad anatómica y funcional dentro de los primeros 5 y 30 días 
después de la lesión. 

Se conocen como heridas crónicas  al resultado del fracaso del proceso de 
reparación en el cual no se logra el restablecimiento anatómico-funcional del tejido, 
debido a la interrupción del mismo por ciertos factores como una infección,  hipoxia, 
necrosis, etc. Este tipo de heridas generalmente se desarrollan en personas que 
sufren quemaduras, neuropatías, insuficiencia venosa y arterial, entre otros 39,40. 

Los agentes causales de heridas pueden ser internos o externos. Las heridas 
internas provienen ya sea por la disfunción del sistema nervioso o inmune, o por la 
falta de sangre, oxígeno o nutrientes esenciales como es el caso de enfermedades 
crónicas (diabetes, arteroesclerosis, etc.). Las heridas externas son causadas por 
diferentes elementos que se pueden clasificar de acuerdo a su etiología en: 
mecánicos, químicos, térmicos, por radiación y eléctricos. 
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Otra de las clasificaciones más empleadas es aquella otorgada de acuerdo a la 
profundidad de la herida, pueden ser:  

• Superficiales, cuando afectan solamente la  capa epidérmica 
• Parcialmente profundas, cuando la afección va desde la epidermis y llega 

hasta la dermis ya sea papilar o que llegue hasta la dermis reticular. 
• Profundas, se extiende desde la epidermis, la dermis, hipodermis e incluso 

músculo y hueso. 

La profundidad es una característica empleada generalmente para determinar el 
tratamiento adecuado que la persona afectada debe seguir. Las lesiones 
superficiales normalmente no requieren ningún tipo de tratamiento especial, sin 
embargo, debido a la naturaleza de la piel como una barrera protectora, una herida 
profunda compromete su funcionalidad al volverla susceptible a procesos de 
colonización por microorganismos patógenos y con ello la contracción de 
infecciones que imposibiliten su restauración por lo cual requieren de terapias de 
complejidad variable41,42.  

 

1.4.2 MECANISMO DE REPARACIÓN DE LA PIEL 
 

La habilidad de responder frente al daño tisular a través de la reparación del mismo, 
es una propiedad característica de todos los organismos multicelulares. 

La reparación es un proceso dinámico y complejo que involucra procesos de 
inflamación, quimiotaxis 3  celular, mitosis epidermal, dermal y vascular, 
neovascularizacion, síntesis de ECM y la remodelación del tejido cicatrizante. 
Involucra una serie de eventos coordinados y estrictamente controlados que se 
caracterizan por ser etapas que se traslapan unas con otras [Fig.7], por lo cual 
muchos de los mecanismos celulares ocurren simultáneamente: 

ü Hemostasis, comienza inmediatamente después del daño al tejido. 
ü Inflamación,  inicia poco después de la primera etapa. 
ü Proliferación  comienza dentro de los primeros días consecuentes y 

comprende la mayor parte de la reparación. 
ü Remodelación da lugar a la formación de cicatrices y puede tomarse 

semanas, meses e incluso años en concluir  
 

 
3 Quimiotaxis. Se refiere a la habilidad de las células para dirigir su locomoción de acuerdo a un gradiente de concentración 
de sustancias atractantes o repelentes. 
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• HEMOSTASIS 

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

La disrupción causada a los vasos sanguíneos del área afectada ocasiona la 
inmediata extravasación de sangre  que comienza llenando el área dañada con 
plasma y elementos celulares, especialmente plaquetas. Las plaquetas son 
fragmentos citoplasmáticos sin núcleo en forma de disco derivados de 
megacariocitos que contienen tres tipos de gránulos:  

ü Gránulos α, que contienen fibrinógeno, fibronectina, PDGF y TGF-α y 
moléculas involucradas en la cascada de coagulación como el Factor V y VIII 

ü Gránulos δ que contienen ATP, ADP, calcio, histamina y epinefrina 
ü Gránulos l (lisosomas)  

Bajo el estímulo de daño al epitelio, las plaquetas se adhieren a la capa sub-
endotelial a través del factor von Willebrand (vWF), su adhesión es una señal de 
activación lo cual estimula su degranulación. Mientras que el denominado Factor III 
(proteína transmembranal de células endoteliales y fibroblastos) se activa 
físicamente tras la disrupción de las paredes epiteliales, lo que provoca su 
exposición en la superficie que al entrar en contacto con la sangre forma un 
complejo con elementos presentes en el fluido sanguíneo (Factor VIIa) permitiendo 
el comienzo del proceso de coagulación.  

La coagulación es una cascada de activación enzimática en donde un grupo de 
serina/proteasas ocasionan la ruptura serial de moléculas inertes presentes 
normalmente en la sangre en forma de zimógeno. La trombina es una de estas 
enzimas que se encuentra al final de la cascada y es muy eficiente en la conversión 
de fibrinógeno a monómeros fibrina que se ensamblan espontáneamente para 
formar una matriz de alta resistencia que corresponde al tapón primario.  

El tapón primario, está formado por colágena, plaquetas, trombina y fibronectina y 
funciona como una barrera física que detiene la hemorragia de forma inmediata y 
durante el proceso de reparación servirá como reservorio de factores de crecimiento 
y una superficie que permite la migración celular43,44. 

La activación de las células endoteliales, la degranulación de plaquetas y formación 
del tapón primario estimulan la liberación de diferentes factores de crecimiento como 
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PDGF (Factor de crecimiento derivado de plaquetas) y factores quimiotácticos que 
estimulan la migración de fibroblastos, queratinocitos, neutrófilos y monocitos45–47. 

 

• INFLAMACIÓN 

La inflamación es un proceso vital en respuesta al daño, infección o trauma en 
general a cualquier tejido u órgano. Una reparación exitosa depende del correcto 
transcurso de una serie de eventos que involucran una fase fluida y una celular. 

La fase fluida consiste en la vasoconstricción transitoria la cual permite la 
coagulación, seguida de la dilatación sostenida de arteriolas, capilares y vénulas 
que permiten el incremento del flujo sanguíneo, seguido del aumento de la 
permeabilidad de las paredes de los vasos sanguíneos que dan lugar a la respuesta 
celular, pues permiten que diferentes leucocitos entre ellos linfocitos atraídos por la  
activación de neutrófilos y monocitos residentes, penetren en el área afectada48.  

La respuesta inflamatoria se puede dividir en dos etapas : La fase temprana con el 
reclutamiento de neutrófilos y la fase tardía con la trasformación de monocitos y el 
reclutamiento de linfocitos45,47. 

• Fase temprana inflamatoria 

Como respuesta a la previa liberación de citocinas pro-inflamatorias (IL-1 y TNF-α) 
las células endoteliales comienzan a expresar diferentes moléculas de adhesión 
como ICAM-1 y E-selectina, y a través de la interacción con diferentes integrinas 
expresadas por neutrófilos que llegan por el torrente sanguíneo (rodamiento) se 
adhieren a la superficie del endotelio dañado y se introducen al tejido (diapédesis). 
La transvasación de los neutrófilos dentro de los compartimentos alveolares, es una 
señal de activación49,50.  

La principal función de los neutrófilos es limpiar el área afectada a través de su 
capacidad fagocitaria que elimina detritos celulares y la secreción de proteasas que 
degradan la matriz no viable como: elastasa, catepsina G, proteinasa 3, activador 
plasminógeno tipo uroquinasa y moléculas como eicosianoides, péptidos catiónicos  
y radicales libres derivados de la vía mieloperoxidasa que  funcionan como agentes 
antimicrobianos cruciales para los procesos subsecuentes, pues heridas con un 
desbalance bacteriano generalmente no logran sanar 47,51. Adicionalmente, los 
neutrófilos secretan factores como TNF-α, IL-1β e IL-6  que amplifican la respuesta 
inflamatoria mediante el reclutamiento de otras células inflamatorias45. 
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-Fase tardía inflamatoria 
 

Estudios in vitro, han demostrado que los neutrófilos tienen la capacidad de cambiar 
el fenotipo y perfil de expresión de citocinas de monocitos, lo que permite su 
diferenciación a macrófagos maduros y una correcta respuesta inmune durante el 
proceso de reparación45.  

Los macrófagos activados, secretan TNF-α e IL-1β, ambos estimulan fibroblastos 
para el depósito de ECM, migración y específicamente IL-1 es un factor mitogénico 
y favorece la expresión de metaloproteinasas (MMPs) que degradan la matriz 
colagénica, mientras suprime la expresión de sus inhibidores TIMPs (Inhibidores de 
metaloproteinasas). 

El último grupo celular inmue en entrar al sitio de la herida en la etapa inflamatoria 
son los linfocitos, que son atraídos alrededor de las 72 horas después de la lesión 
mediante la acción de IL-1, componentes del complemento y productos de la 
escisión de la inmunoglobulina G (IgG). 

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

 

• PROLIFERACIÓN 

La fase de proliferación comienza el tercer día después de la lesión y continúa hasta 
2 semanas posteriores. Es caracterizada por la migración de queratinocitos y 
fibroblastos que secretan una nueva ECM que da estructura a la formación del tejido 
granuloso47. Los procesos ocurridos en esta fase se explican con detalle a 
continuación. 

Los primeros fibroblastos aparecen en la zona de la herida a los 3 días atraídos por 
factores como TGF-β y PDGF. Una vez en la herida, proliferan rápidamente y 
producen proteínas de la matriz como hialuronano, fibronectina, proteoglucanos y 
procolágenas tipo I y III además de factores como IGF-1, bFGF, TGF-β, PDGF y 
KGF52. 
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Las moléculas que componen la colágena I, se encuentran fuertemente asociadas 
y formando fibras muy resistentes a la degradación proteolítica por la mayoría de 
las enzimas, excepto la MMP-1, que es secretada por diferentes leucocitos entre la 
fase inflamatoria y proliferativa y cuya actividad degradativa es regulada por la 
expresión de TIMP-1 liberado por fibroblastos estimulados por TGF-β53. Para los 
últimos días de la primera semana, la ECM de fibrina habrá sido reemplazada por 
una matriz rica en colágena otorgando una superficie más laxa que facilita la 
migración celular. 

La acumulación de fibroblastos en la matriz dérmica (fibroplasia) gracias a los 
factores quimiotácticos tanto de los propios fibroblastos (CTGF) como de neutrófilos 
y macrófagos mediante la secreción de COX2 y MCP1, respectivamente, permiten 
la formación del tejido granuloso47,52. 

El tejido granuloso está formado por una matriz provisional generada por 
fibroblastos que reemplaza la ECM de fibrina formada inicialmente, por una de ácido 
hialurónico, fibrinógeno, fibronectina, colágena I y III, ésta última representa del 30 
al 40% de la composición total. El tejido granuloso se encuentra altamente 
vascularizado y ofrece el microambiente adecuado para la reparación, pues posee 
una alta actividad metabólica que acelera la proliferación celular y la síntesis de 
proteínas, lactato y CO2. 

Bajo la influencia de TGF-β, los fibroblastos sufren un cambio de fenotipo a 
miofibroblastos, que se caracterizan por expresar microfilamentos de actina 
comunes como F, β, γ y particularmente α-SMA, además de filamentos intermedios 
de vimentina, desmina, laminina, proteína ácida fibrilar glial (GFAP)  e integrinas 
específicas54.Estas características adquiridas permiten la unión de los fibroblastos 
a fibronectina y colágena sobre la matriz para llevar a cabo la contracción del tejido 
aproximando los extremos mediante la acción cíclica de ensamblaje y 
desensamblaje de filamentos de actina47. 

La maduración del tejido granuloso se entiende como la remodelación de la matriz 
que lo compone con la finalidad de regresar al estado basal del tejido cutáneo esto 
implica la reducción de macrófagos y miofibroblastos que son eliminados por 
apoptosis marcando el inicio de la siguiente etapa45,55. 

 

• REMODELACIÓN 

La remodelación es la última fase del proceso de reparación tisular y comprende el 
periodo más largo, comienza aproximadamente a partir del día 21 y puede tardar en 
finalizar de 1 a 2 años, o incluso más en algunos casos47.  
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La remodelación comprende procesos altamente controlados de degradación y 
síntesis de proteínas; en donde finaliza la maduración del tejido granuloso que se 
refiere al término de eliminación de los miofibroblastos  así como el reemplazo de 
las proteínas que conforman la ECM. En esta etapa la colágena III es degradada 
por acción de metaloproteinasas sintetizadas por neutrófilos, macrófagos y 
fibroblastos presentes, y es reemplazada por colágena tipo I. La acumulación de 
colágena, disminuye la densidad de los vasos sanguíneos y el tejido granuloso 
gradualmente madura para producir una cicatriz. La colágena se deposita formando 
conglomerados, que al inicio del proceso de reparación se encuentran altamente 
desorganizados, sin embargo, la nueva matriz formada cuenta con una mayor 
orientación de fibras que se traslapan unas con otras y que finalmente logran una 
mayor organización en los etapas finales de la remodelación, ésta característica 
otorga una mayor rigidez al neotejido, pues aproximadamente las fibras de colágeno 
ganan un 80% de fuerza en comparación con el tejido natural47,52. 

En esta etapa de remodelación, los queratinocitos y las células troncales epiteliales 
que se encuentran localizadas en los folículos pilosos y en la lámina basal de la 
epidermis adyacente no dañada, juegan un papel sumamente importante pues se 
encargan de repitelizar el área afectada a través de su migración desde los 
extremos. Una vez cubierta el área de la herida, una inhibición por contacto inicia la 
proliferación y diferenciación de los queratinocitos para formar el tejido estratificado 
característico de la epidermis56 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En los mamíferos la culminación de la reparación origina una cicatriz compuesta por 
tejido granuloso y fibroso, que presentan una baja calidad en la reconstitución de la 

Figura 7. Reparación de la piel. El proceso de reparación de la piel está coordinado por una serie de cascadas 
de señalización celular que estimulan procesos simultáneos como: proliferación, migración, degradación y 
remodelación de la matriz celular. Con motivos didácticos se puede dividir en diferentes etapas  coordinadas 
que se traslapan entre sí y que  en conjunto determinan el éxito de la reparación del  tejido. 
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matriz que consiste en fibras densas de colágena organizadas paralelamente que 
carecen de funcionalidad, en contraste con las fibras finas en forma de red 
características de la piel normal no afectada. 

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

Uno de los más grandes retos dentro de la biología de la reparación de heridas está 
enfocado precisamente en lograr inducir la regeneración de la piel después de ser 
dañada. Una de las posibles respuestas a esta interrogante se puede encontrar 
asociada al proceso de reparación en embriones, que se caracteriza por generar  
una respuesta rápida y eficiente produciendo nuevo tejido en lugar de una 
cicatriz57,58 

Esta habilidad de reparación libre de cicatrización fue publicada por primera vez en 
1970 en un estudio llevado a cabo en fetos de conejo59 y se ha confirmado en 
numerosas ocasiones en diferentes organismos60,61 incluyendo humanos62. En el 
caso de estos últimos, la dermis fetal tiene la habilidad de regenerar una matriz de 
colágena idéntica al tejido original, incluyendo la formación de los diferentes 
apéndices dérmicos como glándulas sebáceas y folículos pilosos, capacidad que se 
pierde a las 24 semanas de gestación cuando ya se han formado las capas dermo-
epidérmicas, la epidermis ya se encuentra estratificada y presenta muchos de los 
anexos cutáneos de la piel adulta, por lo cual difícilmente se puede diferenciar una 
de la otra57.  

Existen muchas teorías alrededor de la capacidad de los embriones humanos para 
regenerarse, inicialmente esta característica se atribuyó a la naturaleza del 
ambiente intra-uterino, rico en fluido amniótico, ácido hialurónico y factores de 
crecimiento, sin embargo esta teoría se ha refutado en diferentes experimentos por 
ejemplo: el empleo de marsupiales que terminan su desarrollo fuera del útero y sin 
embargo preservan la característica regenerativa63, otro experimento se llevó a 
cabo mediante la exposición de heridas cutáneas de borregos adultos a un ambiente 
rico en fluido amniótico y a pesar de ello desarrollaron cicatrices64. 

Durante la reparación prenatal en embriones humanos, los niveles de factores de 
crecimiento varían en comparación con el adulto, por ejemplo, los niveles de PDGF, 
TGF-β y bFGF son muy bajos, mientras que IGF-II presenta niveles 
considerablemente más altos, y prácticamente la infiltración de células inflamatorias 
como neutrófilos y macrófagos es nula. En cuanto a la matriz extracelular, en las 
heridas fetales es rica en ácido hialurónico, no hay producción de colágena III lo 
cual permite recuperar la organización basal de las fibras de colágena I sin 
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desarrollar un tejido granuloso, es decir, no hay depósito de colágena I debido  a 
que los fibroblastos no proliferan a tal grado de observar una fibrosis como ocurre 
en el adulto, esto se ha vinculado a la carencia de TGF-β que estimule su 
diferenciación58,65,66.  

El estudio del proceso de reparación prenatal resulta interesante, sin embargo 
tomando en cuenta las diferencias fisiológicas entre éste y el estado post-natal 
dentro de las que podemos mencionar: un sistema endocrino diferente, la 
inexistente estimulación antigénica, inmadurez del sistema inmunológico, un hígado 
no desarrollado metabólicamente, entre otras, son características muy evidentes 
que resultan en dos sistemas incomparables. 

Por otro lado, a mediados de los 90s diferentes investigaciones se enfocaron en 
comparar fluidos extraídos de heridas agudas y crónicas. De estos estudios, se 
concluyó que independientemente de la etiología a nivel molecular, las heridas 
crónicas comparten ciertas características como la excesiva producción de citocinas 
pro-inflamatorias, una alta actividad de ROS y de proteasas así como el decremento 
de sus inhibidores, la  deficiente actividad de factores de crecimiento y presencia de 
células sencescentes, así como la contracción de infecciones persistentes51,67,68. 

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

 

1.4.4 MECANISMOS MOLECULARES DE LA REPARACIÓN DE HERIDAS 
 

Los fibroblastos son esenciales para el mantenimiento y la regulación del proceso 
de cierre de una herida, se encuentran involucrados en todas las etapas que lo 
conforman desde la formación de un tapón de fibrina que evite la pérdida de 
líquidos, el depósito de una matriz celular temporal capaz de soportar la migración 
celular así como el tránsito de las diferentes citocinas y factores de crecimiento 
involucrados, hasta la reducción del perímetro del área afectada a través de su 
transformación y expresión de α-SMA que permite la contracción de la herida.  
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A nivel molecular, la actividad transcripcional de genes que promueven estos 
procesos celulares han recaído principalmente en la activación de la vía de TGF-β 
y Wnt que también son las más estudiadas en este sentido. 

 

 

• VÍA DE SEÑALIZACIÓN TGF-β 

La familia del factor de crecimiento transformante β (TGF-β) fue descrita por primera 
vez por de Larco y Todaro en 1978, quienes otorgaron este nombre a un conjunto 
de moléculas secretadas por células tumorales con la capacidad de promover su 
transformación69. Años más tarde, se descubrió que estas moléculas no eran 
propias de células tumorales sino que también eran secretadas por células no 
transformadas y que regulan procesos como el desarrollo y la reparación de 
tejidos70,71. 

TGF-β es una citocina pleiotrópica secretada por fibroblastos y células epiteliales 
tejido-específicas cuya actividad depende del contexto fisiológico. Comprende 3 
isoformas clásicas β1, β2 y β3, aunque la familia completa cuenta con alrededor de 
40 moléculas con estructuras y funciones similares dentro de la cual se incluye a 
BMP (bone morphogenetic protein)72. Cuando alguno de estos ligandos se une al 
receptor TβRII de tipo cinasa serina/treonina, permite su interacción con TβRI y su 
consecuente fosforilación y activación. TβRI activado inicia una cadena de 
fosforilaciones río abajo ya sea de las proteínas denominadas Smad que regulan la 
vía canónica o una vía no transcripcional independiente de éstas que corresponde 
a la vía no canónica con capacidad para activar diferentes cascadas como: MAPK, 
JNK, Akt/PKB, GTPasas pequeñas entre otros factores.  

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

Una vez que el receptor ha sido activado, fosforila alguna de las RSmad (acción que 
depende del ligando y del sitio anatómico), TGF-β generalmente puede fosforilar a 
Smad 2 ó 3, provocando un cambio conformacional en la proteína que permite su 
interacción con la co-Smad 4 para formar un complejo que se transloca al núcleo y 
funciona como un regulador de transcripción ya se promoviendo directamente la 
expresión de genes como Col1A1, Col3A1 o a través de su interacción con otros 
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factores de transcripción, co-activadores, co-represores, etc. Por lo cual las Smads 
se consideran como moléculas que integran las señales de otras vías73,74. 

La actividad biológica de TGF-β ha sido estudiada ampliamente, y se sabe que tiene 
efectos sobre la proliferación, diferenciación, producción y remodelación de la ECM, 
quimiotaxis, producción de factores de crecimiento y hormonas, etc74. 

En la década de los 80´s se llevaron a cabo diferentes investigaciones en torno a la 
implicación de TGF-β y la reparación de heridas en donde se observó que TGF-β 
estimula la angiogénesis, inflamación, quimiotaxis y la deposición de ECM en 
fibroblastos71,75,76. Estos resultados fueron confirmados años después mediante el 
empleo de heridas crónicas como modelo de estudio77. 

Actualmente se cuenta con evidencias muy sólidas de que TGF-β  promueve la 
secreción de diferentes proteínas de matriz como: fibronectina, colágena, condritina, 
biclicano, decorina, osteopontina, osteonectina, tenascina, trombosponsedina entre 
otras 72. Además, favorece el depósito de ECM a partir del estímulo de la secreción 
de PAI-1 y TIMPs que inhiben la función de proteasas como la colagenasa que 
degradan la matriz78,79. Otros estudios han demostrado que el tratamiento con TGF-
β  induce cambios en la expresión de integrinas en diferentes tipos celulares 
modificando las interacciones célula-matriz70,72,80. 

 

• IMPLICACIONES LAS VÍAS WNT Y TGF-Β EN EL COMPORTAMIENTO DE 
LOS FIBROBLASTOS DENTRO DEL PROCESO DE  REPARACIÓN DE 
HERIDAS CUTÁNEAS 

En un estado de reparación de la piel, los niveles de β-catenina en fibroblastos se 
encuentran generalmente elevados al igual que los del complejo TCF/LEF (factor 
celular T / factor potenciador linfoidal) que es uno de los factores de transcripción 
blanco de β-catenina y promotor de los genes Ciclina D1, MT1-MMP y MMP-7 (ó 
Dkk-1) en el desarrollo embrionario81. 

Diferentes estudios han demostrado que la vía de Wnt/ β-catenina estimula el 
desarrollo de enfermedades fibróticas y la transición epitelio-mesénquima en 
diferentes tipos de cáncer 82–85. Sin embargo, los factores que regulan los niveles 
de β-catenina en fibroblastos no se han esclarecido completamente. Se sabe que 
la ECM tiene una gran influencia sobre muchos procesos intracelulares gracias a 
los diferentes estudios realizados en células de origen mesenquimal que han 
demostrado que la colágena I y III son capaces de estimular la acumulación de β-
catenina y en consecuencia su translocación al núcleo86–88. Otro estudio demostró 
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que fibroblastos bajo el estímulo de bFGF, activan la vía canónica de Wnt, así como 
la acumulación de β-catenina en el núcleo89.  

Por otro lado el estudio de TGF-β en el proceso de reparación ha revelado que 
particularmente TGF-β1 aumenta su expresión durante los primeros días y 
disminuye durante la fase de re-epitelización. Uno de los efectos más estudiados de 
TGF-β  es la transformación de miofibroblastos, lo cual se ha comprobado en 
numerosas ocasiones tras la estimulación de fibroblastos con TGF-β1 que 
comienzan a expresar α-sma y a producir colágena, efecto que se le ha atribuido a 
Smad390–93. El estudio de fibroblastos provenientes de cicatrices hipertróficas 
además de la persistente cantidad de TGF-β1, también mostró una alta fosforilación 
de Smad2 y 394–96, también se ha demostrado que β-catenina inhibe la migración 
de queratinocitos mientras promueve la proliferación en fibroblastos y que esta 
regulación es dependiente de TGF-β, pues ratones null para Smad3 mostraron un 
mayor grado de re-epitelización y reducción del área de la herida, con una  reducida 
cantidad de fibroblastos97,98.  

En la última década han surgido estudios que demuestran que las vías de Wnt/ β-
catenina y TGF-β se encuentran interactuando en el proceso de reparación de 
heridas cutáneas, con lo cual se ha establecido que ambas vías regulan 
positivamente la proliferación de fibroblastos y que el efecto de TGF-β es 
parcialmente regulado por β-catenina99. Un trabajo publicado en el 2009 demostró 
que β-catenina junto con TGF-β en fibroblastos regulan positivamente la 
proliferación, migración, formación de una matriz rica en colágena y su contracción 
dentro del proceso normal de reparación de la piel100. En resumen, la mayoría de 
las investigaciones realizadas en este sentido, sugieren que mientras β-catenina 
tiene un papel regulador predominante en migración y proliferación, TGF-β  lo tiene 
en el depósito y contracción de la ECM pero ambas vías se encuentran 
interconectadas. 

1.4.5 FACTORES DE CRECIMIENTO ASOCIADOS A LA REPARACIÓN DE 
HERIDAS CUTÁNEAS 

 
• Factor de crecimiento de fibroblastos (FGF)  

En 1974, Gospodarowics aisló una proteína que aceleraba la proliferación de 
fibroblastos bovinos extaídos de la glándula pituitaria y la denominó FGF 101. 
Posteriormente, en 1986 Abraham et al, analizó el cDNA de FGF humano y 
estableció que el FGF básico es una estructura de una sola cadena polipeptídica de 
17 kDa con afinidad al fósforo102. Actualmente se tienen registrados 22 miembros 
de la misma familia que transducen sus señales a través de 4 receptores 
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transmembranales de tipo tirosina-cinasa que se unen a sus ligandos con diferentes 
afinidades. 

 Estas moléculas controlan diferentes procesos como: proliferación, migración, 
diferenciación, sobrevivencia, y al mismo tiempo contribuyen con procesos 
biológicos complejos como el desarrollo embrionario y la reparación del tejido 
cutáneo101,103,104.  

FGF2 o FGF básico (bFGF) es una molécula esencial para el proceso de reparación. 
Se han desarrollado diferentes estudios in vivo con ratones knock-out y deleciones 
para el gen que lo codifica y  sus receptores. Los resultados han mostrado diferentes 
anormalidades en la piel, concluyendo que la pérdida de bFGF ocasiona la pérdida 
de glándulas sebáceas, defectos en los folículos pilosos, una reparación de la piel 
retardada y la progresión de fibrosis dermal105–108. Otras investigaciones han 
comprobado que los niveles de expresión de bFGF se incrementan en heridas 
agudas mientras que existe una baja expresión en heridas crónicas y en pacientes 
con úlceras venosas109,110. Con base en todo lo anterior, se sabe que es importante 
para la formación del tejido granuloso, la reepitelización y remodelación del 
tejido111,112. Estudios in vitro han demostrado que bFGF regula la síntesis y 
deposición de proteínas de la ECM, incrementa la migración de queratinocitos y 
fibroblastos y los estimula para producir colagenasa113,114. 

 

 

• Factor de crecimiento endotelial-vascular (VEGF) 

El factor de crecimiento vascular (VEGF) es conocido por ser un potente factor que 
estimula la neovascularización o angiogénesis  que se refiere a la formación de 
nuevos vasos sanguíneos. Es sintetizado por queratinocitos, fibroblastos, células 
endoteliales, plaquetas, neutrófilos y macrófagos en respuesta a estímulos de IL-1, 
TGF-α , KGF, TGF- β1, EGF, PDGF, bFGF115–120.  

El VEGF se une a dos diferentes receptores, VEGF2 ( KDR) que es un receptor que 
media la quimiotaxis y la proliferación de células endoteliales in vitro y  VEGF1 ( Flt-
1) un receptor que organiza el ensamblaje de los vasos y posiblemente regula la 
permeabilidad vascular 121–123. Estos receptores son de tipo tirosina-cinasa y se 
expresan normalmente en células endoteliales, y en particular VEGF1 también se 
expresa en células hematopoyéticas como monocitos y macrófagos.  

De acuerdo con diferentes estudios, los ratones deficientes de VEGFR2 desarrollan 
una falla en el crecimiento de vasos sanguíneos y mueren antes de nacer, lo que 
indica que VEGF es un factor esencial para el desarrollo del sistema vascular122. 



 

 33 

Por otro lado, la deficiencia de VEGFR1 en ratones exhibe un crecimiento excesivo 
y desorganización de los capilares sanguíneos, lo que sugiere que tiene una 
regulación negativa sobre el desarrollo embrionario124.  

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

En primer lugar VEGF es liberado por células endoteliales inmediatamente después 
de haber sufrido una disrupción en el tejido, lo cual estimula la adhesión y 
agregación de plaquetas promoviendo la coagulación. Al mismo tiempo, promueve 
la degradación de la matriz celular mediante el estímulo de la secreción de MMP-1 
y MMP-2  y mantiene un balance a través de la secreción de TIMP-1. VEGF tiene la 
capacidad de regular la migración celular a través de otros factores como la 
vasodilatación y permeabilidad de los vasos, además de ser una molécula que 
regula la expresión de integrinas que participan en el proceso quimiotáctico. 

La formación de la red vascular que inerva el tejido granuloso, es otro evento de 
gran prioridad para el proceso de reparación, pues los capilares sanguíneos son la 
vía por la cual diferentes nutrientes y oxígeno son transportados al sitio de la herida. 
Se ha comprobado en diferentes ocasiones que los ambientes hipóxicos 
contribuyen a la liberación de VEGF además de aumentar la expresión de  su 
receptor en células endoteliales125. 

 

• Factor de crecimiento epidérmico (EGF). 

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

La participación de EGF en procesos de reparación fue analizada primero por 
Grotendorst et al; quien detectó EGF en fluidos de heridas de ratas y demostró su 
actividad quimiotáctica en células endoteliales126. EGF es secretado por plaquetas, 
macrófagos y fibroblastos y se encuentra sobre expresado en heridas agudas. EGF 
actúa de manera parácrina sobre queratinocitos y se ha descrito que tiene un efecto 
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mitogénico además de promover la migración lo cual acelera la reepitelización y 
aumenta la fuerza de tensión en las heridas127–131.  

Los factores de crecimiento (GF) son moléculas señalizadoras solubles que 
controlan respuestas celulares a través de su unión a receptores transmembranales 
específicos de su célula blanco y la activación de diferentes vías de señalización 
que culminan con algún cambio en el comportamiento celular.Dentro de la triada de 
la ingeniería de tejidos además de los andamios y los factores de crecimiento las 
células juegan un papel fundamental para la generación de tejidos que reparen o 
regeneren las heridas. Entre ellas mencionaremos además de la participación de 
los fibroblatos al potencial de las células troncales en los procesos de reparación. 

 

1.5 CÉLULAS TRONCALES 
 

1.5.2 Definición y origen 
 

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

• La capacidad de diferenciación, que es un proceso mediante el cual las 
células pasan de un estado indiferenciado a la adquisición de una forma y 
función particular especializada dentro de un órgano o tejido 

• La auto-renovación, que se refiere a la capacidad de dividirse y mantener la 
potencialidad troncal en sí misma y transmitirla a su progenie132 

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

De acuerdo a su origen, las células troncales se pueden dividir en embrionarias 
(ESC), que permiten el desarrollo del embrión, y somáticas (SSC) que perduran en 
el cuerpo adulto133.  

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

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

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

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

El comienzo del estudio de las células troncales se remonta al inicio de los años 
60´s gracias al estudio de las células involucradas en el desarrollo embrionario 
realizado por Cole R y Edwards R.G. , et al134; quienes describieron las primeras 
carácterísticas morfológicas y fisiológicas que diferenciaban a este linaje de las 
cèlulas diferenciadas.  

Para la obtención de ESC se requiere necesariamente de la destrucción de un 
blastocisto y las cèlulas obtenidas tienen la capacidad para formar un ser vivo “de 
nuovo” al implantarse in vitro en el útero135.  

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

Por estas razones se ha optado por el empleo de SSC con fines terapéuticos. Hasta 
la fecha se han aislado cèlulas troncales a partir de muchos tejidos adultos como: 
tejido conectivo como el periosteo,  membrana sinovial, pericitos, piel, sangre 
periférica, ligamento periodontal, decidua de los dientes y cordón umbilical133.  
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1.5.3 Células Troncales mesenquimales  
 

El estudio de las células troncales mesenquimales comenzó a partir de la 
identificación de un nicho celular denominado CFU-f (derivado del inglés: colony 
forming unit-fibroblast) dentro del tejido hematopoyético por Friedestein y su equipo 
de trabajo , quienes establecieron la heterogeneidad de la composición de la médula 
ósea y las identificaron como células no fagocíticas con capacidad para adherirse a 
superficies plásticas y una morfología similar a la de los fibroblastos136.  

Inicialmente se consideró que la función de este nicho celular se limitaba a formar 
el microambiente requerido por las células del tejido hematopoyético 136,137, sin 
embargo, no expresan marcadores endoteliales ni hemantopoyéticos por lo cual se 
trataba de una población única. Además, se descubrió su capacidad mutlipotente 
para diferenciarse in vitro a osteoblastos, condrocitos y adipocitos, células que 
forman el mesénquima del cuerpo, por lo que se les otorgó el nombre de células 
troncales mesenquimales derivadas de médula ósea (BMSC por sus siglas en 
inglés)138,139. 

Desde entonces el estudio de las células BMSC se convirtió en el foco principal para 
el desarrollo de la medicina regenerativa pues a diferencia de las ESC, su obtención 
no implica la intervención de un embrión o feto en desarrollo, y sus características 
troncales se han comprobado in vivo e in vitro, por lo cual su investigación se 
extendió rápidamente.  

 

1.6 CÉLULAS TRONCALES MESENQUIMALES DERIVADAS DE TEJIDO 
ADIPOSO 

 

1.6.2 Origen y localización 
 

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

Los adipocitos tienen la capacidad de regular procesos metabólicos y endócrinos a 
través de la secreción de moléculas bio-activas (adipocinas) que tienen efectos 
autócrinos y parácrinos permitendo su integración funcional con células no grasas. 
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Los adipocitos se clasifican comúnmente de acuerdo a su color en estado vivo: 
blanco y pardo (aunque actualmente se cuenta con una clasificación más detallada, 
no se mencionará en este escrito pues no está dentro de los objetivos del proyecto) 
que cumplen con diferentes funciones fisiológicas.  

El tipo pardo se encuentra en grandes cantidades y rodeando los órganos internos 
durante la etapa fetal y disminuye a lo largo de la primera década de vida variando 
sus cantidades de acuerdo al lugar anatómico. Los adipocitos pardos se 
caracterizan por presentar múltiples gotas lipídicas en su citoplasma y una alta 
capacidad metabólica para oxidar ácidos grasos y generar calor que contribuye a la 
termorregulación del cuerpo. 

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

El tejido adiposo es de origen mesenquimal y los adipocitos representan alrededor 
del 90% de su composición,  el resto comprende: fibroblastos, macrófagos, pericitos, 
y células endoteliales vasculares. En las paredes del endotelio vascular a lo largo 
de las inervaciones del tejido adiposo se encuentra una población de células 
troncales mesenquimales  (ADMSC por sus siglas en inglés) que a través de la 
liberación de citocinas que tienen efecto sobre los adipocitos y sobre la matriz 
extracelular, permiten la regeneración y mantenimiento del tejido adiposo 140.  

Las ADMSC se lograron aislar a partir de la fracción vascular (SVF por sus siglas 
en inglés) de muestras de tejido adiposo gracias al método desarrollado inicialmente 
por Rodbell en 1966 141 mientras que su potencial troncal fue comprobado por 
primera vez en el 2001 por Zuk et al 142, quien describió su capacidad para 
diferenciarse a los tres diferentes linajes mesenquimales (osteocitos, condrocitos y 
adipocitos) 143.  

Se considera SVF al sedimento que se obtiene después de someter una muestra 
de tejido adiposo a una digestión enzimática con colagenasa seguida de su 
centrifugación, como resultado se forma un botón celular en la base del tubo, el cual 
comprende una mezcla heterogénea de células que conforman el tejido adiposo. 
Mientras tanto, los adipocitos son lisados y reducidos a vesículas de aceite que 
tienden a flotar sobre la superficie por lo cual se pueden separar fácilmente para 
retener la fracción estromal [Fig. 8] 140,144.  

La SVF está compuesta por aproximadamente 37% leucocitos (CD45+), 35% 
ADMSC (CD31-, CD34+, CD45-), 15% células endoteliales (CD31+, CD34+, CD45-) 
y otras células (CD45-, CD31-,CD34-). Se tiene reporte de que dentro de 200ml de 
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tejido se obtienen alrededor de 0.1-1 billones de células nucleadas de las cuales al 
menos 10% corresponden a ADMSC. El rendimiento depende del estado físico de 
la muestra a procesar, pues los lipo-aspirados obligan al tejido a pasar a través de 
una delgada cánula que provoca la disrupción de los capilares sanguíneos y las 
investigaciones han demostrado que su abundancia relativa disminuye hasta en un 
50% en comparación con las muestras sólidas, las cuales involucran la remoción de 
la piel junto con el tejido adiposo y de esta manera se previene la degeneración del 
tejido140.    

La densidad de ADMSC obetenidas por gramo de tejido también varía entre 
especies47, como referencia se tienen algunos estudios en ratones que han 
mostrado que existe una mayor densidad de ADMSC en el tejido adiposo blanco 
que en el pardo, además de presentar un fenotipo diferente. Se ha observado que 
dentro del tejido blanco, el rendimiento de aislamiento del tejido subcutáneo ha sido 
mayor en comparación con el visceral.  

Las ADMSC obtenidas a partir de abdominoplastías han demostrado un alto grado 
de plasticidad pues además de diferenciarse a linajes mesenquimales comunes, se 
han logrado obtener fenotipos neuronales y cardiacos que sugieren un potencial 
pluripotente143,145,146. 
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1.6.3 Características moleculares 
 

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

• Capacidad de adherirse a la superficie y crecer en monocapa 
 

• Expresión de los marcadores: CD105, CD73 y CD90 
 

• La ausencia de marcadores hematopoyéticos como: CD45, CD34, CD14, 
CD19 y HLA-DR  
 

•  Capacidad para diferenciarse in vitro a osteoblastos, adipocitos y 
condrocitos147,148 
 

Comparaciones directas entre el inmuno-fenotipo de ADMSC y BMSC han revelado 
que existe un 90% de similitud entre éstas. Aunque las investigaciones en ADMSC 
han encontrado perfiles de expresión en función del tiempo de cultivo, una de las 
moléculas que ha variado constantemente es CD34 presente únicamente en pases 
tempranos de células obtenidas a partir del tejido adiposo y ausente en BMSC144,146.  

 

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

La células troncales, poseen una capacidad intrínseca para secretar factores de 
crecimiento y citocinas que actúan de manera parácrina sobre células circundantes, 
puede estimular las poblaciones celulares residentes del tejido receptor y promover 
la activación o inhibición de ciertas vías de señalización, así como el reclutamiento 
de células troncales endógenas al sitio de reparación  promoviendo su 
diferenciación al linaje requerido y de esta manera promover y acelerar la respuesta 
al daño149–152. 

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

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

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

• Poseen propiedades inmuno-reguladoras. Las ADMSC tienen la capacidad 
de poder evadir al sistema inmunológico a través de mecanismos que aún no 
se conocen completamente, pero se ha comparado muchas veces con el 
sistema de evasión de las células tumorales.  
 
 
 
En ambientes inflamatorios son capaces de secretar factores solubles 
inmuno-reguladores como: IL-10, IL- 6, IL-8, TGFb-1, HGF, PGE, IDO y 
galectinas entre otros; y moléculas de membrana como: HLA-G1, PD-L1, 
ICAM-I, VCAM-I y Jagged-I. Bajo condiciones no inflamatorias,  las MSC 
carecen de moléculas de MHC II además de la ausencia de moléculas co-
estimuladoras como: CD40, CD80, CD86 importantes para la activación de 
linfocitos T.  
 
Todas estas propiedades que en conjunto tienden a disminuir la respuesta 
inmunológica pues regulan la diferenciación, maduración y activación de 
células del sistema inmune como células dendríticas, células NK, promueven 
la diferenciación de linfocitos T poblaciones anti-inflamatorios (Th2  Y Treg) 
mientras disminuyen la de linfocitos CD4+, CD8+, Th1 y Th17154–157.  

Las numerosas investigaciones acerca de las características de las ADMSC que 
pueden ser aplicadas con fines terapéuticos, han logrado comprobar algunos de los 
mecanismos de acción como alternativa terapéutica para el tratamiento de heridas, 
demostrando que tienen la capacidad para promover la migración celular, 
angiogénesis e inhibir la formación de cicatrices hipertróficas149,158–160. 

 

Las ADMSC regulan el proceso de reparación de la piel mediante mecanismos 
diferentes [Fig.9] :  
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• Efectos parácrinos. Las ADMSC secretan factores de crecimiento como: 
VEGF, KGF, FGF, PDGF, HGF, TGF-β, los cuales estimulan fibroblastos, 
queratinocitos y células endoteliales. La secreción de citocinas anti- 
inflamatorias regulan la respuesta inmunológica. Como resultado final se ha 
observado un aumento en el grado de epitelización, la formación del tejido 
granuloso y la de nuevos capilares sanguíneos, que mejoran tanto la 
apariencia estética como el funcionamiento del neo-tejido.    

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Mecanismos de acción de las ADMSC en la reparación de la piel. Las propiedades de las ADMSC 
para liberar citocinas y factores de crecimiento permite el estímulo de células endógenas del tejido dañado, 
promoviendo procesos como: la neovascularización y la epitelización mientras regula la respuesta inflamatoria 
mediante la secreción de moléculas anti-inflamatorias. Otro posible mecanismo de acción es la diferenciación 
directa a células de la piel como fibroblastos, queratinocitos y células endoteliales. 

                         Wagar UI Hassan, 20014 

 

1.7 INGENIERÍA DE TEJIDOS Y MEDICINA REGENERATIVA 
 

Para definir medicina regenerativa (RM) citaré el concepto de A.S Daar (2007); en 
donde la define como un campo interdisciplinario de la investigación y su aplicación 
clínica, enfocado en la reparación, reemplazo o regeneración de células, tejidos y 
órganos para restablecer su correcto funcionamiento como resultado de cualquier 
causa, incluyendo defectos congénitos, enfermedades, traumas en general y 
envejecimiento. Para ello usa la combinación de diferentes tecnologías disponibles 
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como: moléculas solubles, terapia génica, terapia con células troncales, ingeniería 
de tejidos, la reprogramación celular o la combinación de los anteriores161,162. 

 La ingeniería de tejidos (TE) es considerada como un área  dentro de la RM y se 
define como: aquella ciencia interdisciplinaria que aplica los principios y métodos de 
la bioingeniería, materiales y sustitutos biológicos para el mantenimiento, re-
establecimiento y mejoramiento de las funciones de los tejidos dañados. La TE 
involucra la combinación de células vivas y andamios ya sean naturales o sintéticos 
que permitan la formación de constructos tridimensionales funcionales estructural y 
mecánicamente de igual o mejor forma que el tejido a reemplazar162,163.  

En otras palabras, la ME pretende lograr la diferenciación de las ADMSC en células 
de la piel dañada con efectos de reparación y para ello se requiere de los 
lineamientos establecidos por la ingeniería de tejidos que permita la evaluación del 
potencial terapéutico de las ADMSC.  

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

ü Andamio 
ü Factores de crecimiento 
ü Matriz extracelular 
ü Células  

Para llevar a cabo el diseño del constructo con posible aplicación terapéutica, se 
deben de tomar en cuenta los requerimientos metabólicos y biomecánicos del tejido 
a reemplazar. Para ello se debe establecer un protocolo que evalúe las propiedades 
biofísicas y mecánicas del material que se pretenda utilizar, tomando en cuenta las 
propiedades biológicas y biomecánicas intrínsecas del tejido nativo así como el 
microambiente al que se encontrará expuesto el constructo una vez implantado. 
Finalmente, se puede definir el éxito funcional del tejido antes y después de la 
aplicación del constructo162. 

1.7.2 SUSTITUTOS DE PIEL DESARROLLADOS POR TE 
 

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

Los sustitos de piel se pueden clasificar como se muestra en la tabla 1. 
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1.7.3 BIOMATERIALES UTILIZADOS EN LOS SUSTITUTOS CUTÁNEOS 
 

La ingeniería de tejidos busca diseñar andamios celulares que mimeticen el 
funcionamiento de la matriz extracelular natural del tejido, pues es la superficie que 
permite mantener la homeóstasis, guiar el desarrollo y dirigir la regeneración.  Por 
estas razones se ha explorado el empleo de proteínas que permitan esta 
semejanza. 

 La selección de biomateriales es crucial para el desarrollo de un constructo 
biológico. Idealmente un buen material tendría que cumplir con ciertas 
características importantes como: no ser tóxico, ser bio-compatible, promover 
procesos celulares favorables y que posea propiedades físicas y químicas 
adecuadas; Hubbell JA (2003) añadió que hay que tomar en cuenta la 
susceptibilidad proteolítica, la habilidad de unirse a factores de crecimiento y la bio-
adhesividad163,164. 

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

Dentro de los materiales biológicos encontramos: 

ü Colágena 
ü Gelatina 
ü Fibrina 
ü Elastina 
ü Ácido hialurónico 
ü Quitosano  
ü Sílica 

Tabla 1 Clasificación de los sustitutos biológicos 

 

Características Tipo de sustituto 

ORIGEN -Biológico 
- Sintético (Biodegradable o no) 

DURACIÓN -Temporal 
-Permanente 

ESTRUCTURA ANATÓMICA -Epidérmico 
-Dérmico 
-Mixto o compuesto 

COMPOSICIÓN -Celular 
-Acelular 
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Y como algunos ejemplos de materiales sintéticos podemos mencionar: 

ü Ácido poligálico (PLGA) 
ü Poli ε coprolactona 
ü Poli glicol etileno 
ü Poliuretano  

 
 
 

1.7.4 COLÁGENA COMO MATERIAL BIOLÓGICO 
 

Uno de los materiales biológicos más populares utilizado como soporte de 
crecimiento para constructos biológicos es la colágena. Su éxito se atribuye a que 
es una proteína muy abundante y natural de la piel que a través de sus secuencias 
Arg-Gly-Asp (RGD) reconoce receptores superficiales en las células permitiendo su 
anclaje y con ello el desarrollo del microambiente requerido. Las propiedades de la 
colágena varían según su origen, pero generalmente conserva su capacidad para 
formar entrecruzamientos, característica que confiere propiedades mecánicas 
relevantes, como fuerza de tensión165,166. 

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

Los sustitutos comerciales disponibles, normalmente utilizan colágena de origen 
bovino, piel porcina, intestino, mucosa de vejiga, cola de rata y pescado. Una vez 
obtenida esta se puede hacer parte del andamio a través de procesos como: 
liofilización, electro-centrifugación y bio-impresión166,167. Como ejemplo de algunos 
sustitutos comerciales que emplean colágena en diferentes presentaciones y 
condiciones se encuentran: Kollagen® , Integra®, Metriderm®, Ez Derm®, 
Terudermis®, Apligraf®, OrCell®, entre otros. 

La gelatina es una forma desnaturalizada de colágena obtenida a través de la 
hidrólisis de colágenas fibrosas, en consecuencia, la gelatina está compuesta 
principalmente por prolina, glicina e hidroxiprolina. Gracias a que se caracteriza por 
retener sus propiedades químicas pero con una mayor solubilidad, este material se 
ha añadido a diferentes biomateriales con el fin de potenciar las interacciones del 
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andamio con las células. Otra ventaja es su bajo potencial antigénico, lo cual es muy 
importante al momento de su aplicación  además del riesgo de contraer infecciones 
cruzadas pues se trata de un material inocuo. 

 

1.7.5  EMPLEO  DE MODELOS ANIMALES EN LA INGENIERÍA DE TEJIDOS 
 

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

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

Especie Ancho (mm) Densidad de 
folículos pilosos 

Anclaje de la piel Mecanismo de 
reparación 

Humano 2.97 Baja Estrecho Re-epitelización 
Cerdo de Guinea 1-2 Alta Ausente Contracción 
Ratón 0.7 Alta Ausente Contracción 
Rata 2.09 Alta Ausente Contracción 
Cerdo doméstico 2.5 Baja Estrecho Re-epitelización 

Tabla 2 Comparación de las propiedades de modelos in vivo para el estudio de la reparación de la piel 

 

La tabla resume las características de la piel de cada uno de los modelos y se puede 
observar la similitud del cerdo con el humano. La piel en ambos organismos se 
encuentra firmemente anclada al tejido subcutáneo, la profundidad de la epidermis 
en los humanos varía entre los 20-120 µm, mientras que la del cerdo va de 30-140 
µm y se caracteriza por la ausencia de glándulas ecrinas168. Además de las 
características anatómicas también comparten aspectos fisiológicos comunes como 
el sistema inmune, la irrigación vascular del tejido y la re-epitelización como 
mecanismo de reparación de heridas169. 

Los modelos porcinos han sido ampliamente usados en el área de investigación 
para el tratamiento de enfermedades infecciosas 170, el impacto de la exposición a 
rayos UVB171, quemaduras172, reparación de heridas 173,174, incluso el estudio de 
células troncales 56, entre otras. 
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1.8 PIEL PORCINA RADIO-ESTERILIZADA 
 

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

 

 

2.OBJETIVO GENERAL  
 

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

 

2.1 OBJETIVOS PARTICULARES 
 

1. Obtener y caracterizar fibroblastos humanos dérmicos (HF) 

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

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

4. Evaluar la liberación de bFGF, VEGF, EGF  

5. Evaluar la expresión de Col I y III 
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3.ANTECEDENTES  
La piel es una barrera protectora multifuncional de gran importancia, las heridas 
graves en este órgano pueden llegar a causar secuelas importantes sobre la salud 
e incluso la muerte. La reparaciòn correcta de la piel depende de diferentes tipos 
celulares imprescindibles para la cicatrizaciòn de la herida, sin embargo por 
diferentes razones esta capacidad puede verse comprometida bajo diferentes 
circunstancias como: quemaduras profundas, una gran extensión de piel pérdida, 
úlceras crónicas, etc; difíciles de repararse por sí solas175. 

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

El desarrollo de la ingeniería de tejidos en este sentido, se ha enfocado en la 
búsqueda de diferentes recursos biológicos y/o sintéticos que en conjunto 
promuevan la reparación de heridas en la piel con diferentes etiologías difíciles de 
tratar.  

Un material biológico celular ideal para su uso terapéutico tendría que cumplir con 
los siguientes criterios: 

• Se encuentra en grandes cantidades (de millones a billones) 
• Se pueden obtener a apartir de un procedimiento poco invasivo 
• Tiene la capacidad para diferenciarse a múltiples linajes celulares de forma 

controlada y reproducible 
• Puede ser transpantado de manera efectiva al paciente, ya sea de forma 

autóloga o alógena 
• Puede ser producido de acuerdo a la guía actual de buenas prácticas de 

manufactura176. 

Las células troncales mesenquimales son una población quiescente que se ha 
caracterizado e identificado en distitos tejidos adultos como aquellas provenientes 
de la médula ósea, sin embargo, el procedimiento para obtenerlas es un requiere 
de anestesia local para la obtención de una biopsia de <10ml a través de una 
incisión en la piel y la penetración de una jeringa en el hueso ya sea de las crestas 
iliacas, el esternón o el fémur. 
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Según diferentes estudios después del procedimiento clínico el paciente tiene que 
mantener seca el área por al menos 48hrs y un chequeo frecuente, pues dentro de 
los riesgos se pueden derivar: hemorragias, dolor persistente, reacciones 
anafilácticas y fracturas en el área de la biopsia 177. 

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

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

• Se pueden obtener de 100-1000 células por gramo de tejido 
• Son estables en cultivo in vitro a largo plazo ( conservan un cariotipo diploide 

hasta 100 veces la duplucación del número inical de la problación) 
• Su capacidad proliferativa es similar a la de las BMSC (de 40 a 120h dese la 

fase log hasta el crecimiento) 
• Tienen propiedades inmuno-reguladoras que tienden a disminuir la 

inflamación133  

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

En este trabajo se evaluó la viabilidad, adhesión, proliferación y migración de dos 
andamios diferentes: amnios (RHA) y piel porcina (RPS). La [Fig.10] muestra los 
resultados obtenidos en esta investigación en donde se concluyó que la piel porcina 
radio-esterilizada es capaz de mantener una viabilidad celular por arriba del 90% 
además de mantener el perfil proliferativo de las células, lo que sugiere que la PPR 
tiene un gran potencial para ser empleada como andamio para la generación de 
sustitutos biológicos de piel154. 
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Sánchez S, et al, 2015 

 

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

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

 

4.HIPÓTESIS 
La combinación del cocultivo de HF y ADMSC con el empleo de PPR como andamio 
biocompatible regulará la liberación de factores de crecimiento y la expresión de 
proteínas de matriz extracelular como resultado de su interación, este constructo 
podría resultar relevante para el estudio y tratamiento de heridas cutáneas. 

 

Figura 10. ADMSC sembradas sobre amnios humano (RHA) y piel porcina radio-esterilizada (RPS). A) 
Ensayo de viabilidad por calceína (verde) y homodímero de etidio (rojo). B) Ensayo de proliferación por 
detección del Anti-α-Ki67 (verde), los núcleos se muestran en azul (DAPI) 
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5.METODOLOGÍA 
5.1 Obtención de muestras 
 

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

Las muestras se transportaron de diferentes hospitales al laboratorio de 
Biotecnología del Centro Nacional de Investigación y Atención de Quemados 
(CENIAQ) que pertenece al Instituto Nacional de Rehabilitación (INR). Para ello, se 
colocaron en contenedores esterilizados con medio de cultivo DMEM (Gibco 
Dulbecco´s Modified Eagle Medium) libre de suero y 10% de Antibiòtico-Antimicótico 
(Gibco Antibiotic-Antimycotic 100X). 

 

5.1.2 Aislamiento de fibroblastos  
 

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

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

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

 

5.1.4 Procesamiento del tejido dérmico 
 

El tejido dérmico fue colocado en una caja Petri para ser disgregado mecánicamente 
con la ayuda de pinzas y tijeras de disección. Los fragmentos dérmicos fueron 
colocados en un tubo falcon de 50 ml y al cual se le agregaron 10ml solución de 
HBSS (Solución salina equilibrada de Hank´s) (Gibco) con 1%  de colagenasa tipo 
II4 (Worthington Biochemical Corporation). El tubo se colocó en un agitador orbital a 
210rpm durante 24 horas a 37°C. 

 

 
4 La colagenasa tipo II es una enzima purificada a partir de la bacteria Clostridium histolyticum, que tiene 
la capacidad de degradar las uniones entre las triple hélices que conforman las colágenas solubles e 
insolubles sin dañar las células. 
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5.1.5 Siembra de cultivos primarios de fibroblastos dérmicos  
 

Después de 24 horas de digestión enzimática se obtuvo una solución densa, viscosa 
y blanquecina, la cual se hizo pasar por un filtro de 70 μM. A la solución filtrada se 
le agregó un volumen equivalente de medio suplementado (DMEM + 1% A.A) con 
10% de Suero Fetal Bovino (FBS) (Gibco). El tubo se sometió a centrifugación a 
1500rpm durante 5 minutos para obtener un botón celular. El sobrenadante fue 
desechado y el botón celular se resuspendió en 1 ml de medio suplementado y se 
continuó con el conteo celular. 

Con una micropipeta se tomó una alícuota de 10 μl del stock y se mezcló con 10 μl 
de azul tripano, la solución fue colocada en una cámara de Neubauer y se hizo el 
conteo y los cálculos correspondientes para sembrar a una densidad de 10,000  
cel/cm2 en cajas de cultivo de 75 cm2. Los cultivos se mantuvieron en medio 
suplementado a 37 °C en una incubadora (Nuaire, Auto flow, NU-4750) humedad 
relativa del 95% y 5% de CO2 (condiciones estándar). Para el mantenimiento y 
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expansión de los cultivos se cambió el medio cada tercer día y se hicieron 
subcultivos por tripsinización cuando la confluencia se encontraba entre el 80 y 90%. 

 

5.1.6 Inmunofluorescencia de fibroblastos dérmicos 
 

- Tripsinización de células 

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

- Siembra del ensayo 

Se tomaron 5x105 células del stock obtenido y se sembraron 9 pozos con 50,000 
células cada uno en una placa de 96. Se les agregaron 50 μl de medio 
suplementado y se dejaron incubando bajo las condiciones estándar durante 24 
horas.   

- Protocolo de inmunofluorescencia  

Al día siguiente la placa se sacó de la incubadora y con una micropipeta se retiró el 
medio (condiciones no estériles) y se hicieron 3 lavados con PBS 1X para eliminar 
los restos de medio de cultivo. Posteriormente las células se fijaron con 200 μl PFA 
(paraformaldehído) al 4% a temperatura ambiente (TA) por 10 min. y después se 
lavaron nuevamente 2 veces con PBS 1X. Las células fueron permeabilizadas con 
20 μl de 0.1% de Tween diluido en PBS 1X (PBST) por 30 minutos a TA. Se retiró 
la solución permeabilizante y se hicieron 3 lavados con PBS 1X para después añadir 
la solución de bloqueo (PBS 1X, 0.1% Tween y 2% SFB) la cual se dejó actuar por 
30 minutos a TA. Se procedió a retirar la solución de bloqueo y agregar el anticuerpo 
primario (Ab) anti-proteína de superficie de fibroblastos humanos (clona 1B10  
Sigma no. F4771)  diluido en solución de bloqueo en una proporción 1:150. La placa 
se incubó durante toda la noche a 4 °C. 

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

- Análisis de la inmunofluorescencia  

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. Inmunofluorescencia de 1B10 en fibroblastos 

 

5.2 Aislamiento de ADMSC  
 

Para el aislamiento de células troncales mesenquimales de tejido adiposo 
(ADMSC), se implementó la técnica inicialmente establecida por Martin Rodbell 
(1964) cuyo protocolo fue ajustado y estandarizado en el laboratorio de 
Biotecnología del Centro Nacional de Investigación y Atención de Quemados 
(CENIAQ), y que bajo la dirección del Dr. Roberto Sánchez S. se publicó un artículo 
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en el 2015 (ANEXO 2-3) que demuestra la identidad de las células obtenidas por 
este protocolo que a continuación se explica.  

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

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

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

En el tubo se puede distinguir a simple vista una fase acuosa, la cual se retiró con 
una pipeta de 10 ml y se hizo pasar por un filtro de 70  μm; el contenido se recolectó 
en un nuevo tubo el cual se centrifugó a 1500 rpm por 5 min para obtener el botón 
celular. El sobrenadante fue desechado y el botón se resuspendió en 1ml de medio 
suplementado y se continuó con el conteo celular. 

 

5.2.2 Siembra de cultivos primarios de ADMSC 
 

Con una micropipeta se tomó una alícuota de 10μl del stock celular aislado y se 
mezcló con 10 μl de azul tripano, la solución fue colocada en una cámara de 
Neubauer y se hizo el conteo y los cálculos correspondientes para sembrar a una 
densidad de 10,000 cel/cm2 en cajas de cultivo de 25 cm2. Los cultivos se 
mantuvieron en medio suplementado con 15% de SFB a 37 °C en una incubadora 
(Nuaire, Auto flow, NU-4750) humedad relativa del 95% y 5% de CO2.  

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

 

5.3 Generación de cocultivo sobre PPR 

5.3.2 Marcaje de células 
 

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

Con la finalidad de distinguir las poblaciones celulares y poder observar su 
presencia sobre el andamio, las células se tiñeron con diferentes marcadores 
fluorescentes. Los fibroblastos fueron marcados con CellTrackerTM color verde 
(Green CMFDA diacetato de 5-clorometilfluoresceína) y MitoTracker (Thermo 
Fisher) color rojo para las ADMSC. 
 
Para ello se obtuvo una alícuota con la cantidad total de células requeridas para el 
ensayo, las cuales se colocaron en un tubo eppendorf de 1 ml y se resuspendieron 
en la cantidad de medio DMEM libre de suero necesario para completar un volumen 
de 500 μl y al cual se le añadieron 2  µl del marcador correspondiente (CellTracker 
para fibroblastos y MitoTracker para ADMSC). Las células fueron incubadas según 
las indicaciones del proveedor: 20-30` , 37°C (CellTracker), 5`,37°C y 15`a 4°C 
(MitoTracker).  

Obtención y 

cultivo de 
ADMSC 

Tomar la fase 
acuosa y 

filtrarla (70um) 

i 
Desactivación enzimática 

(DMEM + 10% SFB) 

\ 

l 
Centrifugar a 

!SOOrpm/Sm,n y 

srmbrar rl botan cr lular 

Incubación l De 40-60min a 37ºC 
agitación constante 
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Una vez transcurrido el tiempo indicado, se removió la solución de tinción mediante 
centrifugación y se agregaron 250 μl de medio fresco libre de suero a cada tubo, las 
células en suspensión se pipetearon suavemente con la finalidad de lavar el exceso 
de solución marcadora este paso se repitió dos veces y después del segundo 
lavado, las células fueron resuspendidas en la cantidad de medio requerido para la 
siembra del cocultivo. 

 

5.3.3 Obtención y preparación del andamio biocompatible  
 

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

La manipulación de la PPR se llevó a cabo dentro de una campana de flujo laminar 
para mantener su esterilidad. Con el fin de obtener diferentes apósitos para el 
experimento, se marcaron (sobre la cara epidérmica) y cortaron círculos de 2 cm de 
diámetro  con el uso de lápiz de grafito y tijeras de disección (material previamente 
esterilizado). Estos apósitos se colocaron sobre la base de los pozos de  una placa 
de 12 [Fig.14].  

 

5.3.4 Siembra de células sobre el andamio 
 

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

Tanto para las células solas como en cocultivo, se sembraron a una densidad total 
de 1x106 por pozo, en el caso del cocultivo fue en una proporción 1:1. Para ello, la 
cantidad total de células (500x103 por línea celular en el cocultivo) se 
resuspendieron en 20 μl de medio libre de suero. Antes de ser colocadas sobre la 
PPR fueron mezcladas 3 veces con la pipeta y se fueron tomando alícuotas de 5 μl 
las cuales se sembraron en forma de gotas que se esparcieron por toda la superficie 
del andamio (tomar en cuenta la capilaridad del agua), de esta forma se sembraron 
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el resto de los pozos. Para conservar la humedad de los cultivos, se le agregó de 5-
10 μl de medio suplementado al perímetro de cada pozo. 

La placa fue incubada en condiciones estándar por 1 hora aproximadamente para 
permitir la adhesión de las células al andamio (la humedad del cultivo se fue 
monitoreando durante este tiempo y se agregó más medio suplementado en los 
casos que se requirió).   

Después de que las células se adhirieron, se completó el volumen con medio DMEM 
1% A.A y 1% SFB hasta un volumen de 1.5 ml por pozo. Los cultivos se mantuvieron 
bajo condiciones estándar durante 16 horas para las determinaciones posteriores.  

 

 

 

 
Figura 14. Generación del cocultivo de HF y ADMSC sobre un andamio de PPR. A) Representación gráfica 
del ensayo para la evaluación del cocultivo de HF y ADMSC sobre PPR. Se sembraron 1x10

6
 células en total 

por cada pozo. Se contemplaron 6 condición experimentales: fibroblastos sin andamio (HF), fibroblastos 
sembrados sobre el andamio (HF/PPR), ADMSC sembradas sin andamio (ADMSC), ADMSC sembradas sobre 
el andamio (ADMSC/PPR), cocultivo sin andamio (ADMSC/HF) y cocultivo sobre el andamio (ADMSC/HF/PPR) 
las cuales se sembraron por duplicado (R1, R2). B,C) Para sembrar las células sobre el andamio, la cantidad 
total de células se re-suspendió en 20 ul y se sembraron por goteo procurando cubrir toda la superficie, se 
dejaron transcurrir 40 minutos para su adhesión al andamio PPR. Finalmente se completó el volumen con  medio 
fresco y se mantuvieron  en incubación con las condiciones estándar. 
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5.4 Detección de factores de crecimiento 

5.4.2 Extracción de sobrenadantes 
 

Para evaluar los factores de crecimiento secretados durante el periodo de 
incubación, se obtuvieron los sobrenadantes. El sobrenadante de cada condición 
se dividió en 10 alícuotas de 150 μl cada una las cuales se congelaron a -80 °C para 
su posterior análisis. 

 

5.4.3 Detección de VEGF, FGFb y EGF 
 

Para el análisis de la concentración de factores de crecimiento en los sobrenadantes 
del cocultivo, se empleó la técnica ELISA (Enzyme-linked inmunosorbent assay) 
sándwich. 

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

 

 

 

 

 

 

Tabla 3. Características de los anticuerpos empleados para la detección de: bFGF, EGF y VEGF 

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

Al día siguiente se aspiró  el sobrenadante y el pozo se lavó usando 300 μl de buffer 
de lavado (0.05% Tween en PBS 1X) por pozo, se hicieron 4 lavados de 20 min en 
agitación orbital constante. 

ANTICUERPO  ESPECIFICIDAD ORIGEN 
FGFb 
 (PrepoTech) 

FGF-básico 
humano 

Conejo 

EGF   
(PrepoTech) 

EGF-humano 
estándar 

Conejo 

VEGF 
(PrepoTech) 

VEGF-humano  
estándar  

Conejo 
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Después se colocaron 300 μl del buffer de bloqueo (1% BSA en PBS 1X) el cual se 
dejó incubar a TA por 1 hora. Durante este periodo de tiempo se prepararon las 
diluciones del anticuerpo estándar correspondiente para formar la curva patrón. 

Una vez pasado el tiempo de incubación, por decantación de eliminaron los 
sobrenadantes y los pozos se lavaron 4 veces nuevamente de la misma forma que 
se mencionó anteriormente. Se procedió a agregar cada pozo 150 μl tanto de las 
diluciones  estándar como de las muestras problema correspondientes. 

Después de al menos 2 horas de incubación, las muestras se descartaron por 
decantación y se hicieron 3 lavados más. Finalmente se añadió el ab de detección 
que se dejó incubar durante 2 horas. 

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

Los datos únicamente fueron graficados, pues se requiere de la replicación del 
experimento, para poder obtener una n significativa estadísticamente.  

 

5.5 Determinación de la síntesis de proteínas de matriz extracelular 
 

Para determinar la síntesis de proteínas de matriz extracelular se midió la expresión 
de mRNA para colágena I y III en los diferentes cultivos empleando la técnica de la 
reacción en cadena de la polimerasa en tiempo (PCR, por sus siglas en inglés).  

 

5.5.2 Extracción de RNA  
 

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

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

• Para el caso de los cultivos sobre PPR5,  el andamio se recortó en pequeños 
pedazos  con el uso de pinzas y tijeras de disección. Los fragmentos se 
colocaron dentro de tubos eppendorf de 2 ml, y se les agregaron 500 μl de 
PBS 1X y se lavaron por inmersión para eliminar el medio de cultivo. EL PBS 
fue descartado y posteriormente se les añadieron 500ul de tripsina. Después 
de 5-7 min los tubos se agitaron en un vórtex por aproximadamente 30 s. y 
se retiraron los pedazos de PPR con pinzas de disección. Los tubos se 
centrifugaron por 5 min a 1500 rpm para obtener el botón celular. 

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

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

Posteriormente el sobrenadante fue descartado y se agregaron nuevamente 350 μl 
de buffer RW1 para volver a centrifugar por 15 s a 8,000 rpm, el sobrenadante fue 
descartado y se añadieron 500 ul de RPE y centrifugarse por 15 s a 8,000 rpm 
desechando el sobrenadante para después añadir un volumen más de 500 μl del 
mismo búfer pero esta vez se centrifugó por 2 min a 8,000 rpm. Esta vez el tubo fue 
desechado junto con el sobrenadante y  se usó un tubo Eppendorf nuevo para 
recolectar el material genético contenido en la columna añadiendo  30 μl de agua 
libre de RNAsas sobre la columna que se centrifugó por 1 min, despúes se 
agregaron 20 μl más para asegurar extraer la mayor cantidad de material genético.  
El volumen final se dividió en alícuotas que se congelaron  a -80 °C para su posterior 

 
5 Para estandarizar el aislamiento de RNA de las células sobre el andamio, se agregó un control (PPR sin 
células) el cual se sometió al mismo procedimiento. 
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análisis. La integridad del RNA se verificó mediante un gel de agarosa al 1%  (se 
cargaron 3 μl  de RNA más 2 μl de buffer de carga para todas las muestras).  

 

5.5.3 Obtención del cDNA (Retrotranscripción) 
 

Para la retrotranscripción se tomó una de las alícuotas del RNA extraído por cada 
muestra, el RNA fue cuantificado con un nanodrop, y los dato fueron registrados 
para posteriores cálculos.  

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

 

5.5.4 PCR tiempo real para la detección de COL1A1 y COL3A1 
 

Las sondas empleadas para este ensayo fueron diseñadas específicamente para 
los genes COL1A1 (que codifica para la cadena pro-α1 de la colágena I) y para 
COL3A1 (que codifica para la cadena pro-α1 de colágena III) (Applied Biosystems). 
Para normalizar la expresión genética, se empleó el gen Pol2 (que codifica para 
RNA polimerasa II). Las especificaciones de las sondas se muestran en la tabla 5. 

 

 

 

 

Tabla 4. Características de las sondas para PCR tiempo real 

 

Se realizaron 2 ensayos: uno para COL1A1 y otro para COL3A1 por triplicado en 
una misma placa. El cDNA se usó a una concentración de 50 ng/μl y se llevó a un 
volumen total de 1 μl con agua libre de nucleasas. A cada ensayo se le agregó 1 μl 
del control de carga Pol2 para después  mezclarse con 10 μl de master mix 2X 
(preparado como lo indica el proveedor)  y se llevó a un volumen total de 20 μl (1X) 

TARGET 

POL2 

COLlAl 

COL3Al 

REPORTERO 

V IC 

FAM 

FAM 

QUENCHER 

NFQ-MGB 

NFQ-MGB 

NFQ-MGB 
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por pozo. Los datos fueron analizados con el Software StepOne Real time-PCR 
(Thermo Fisher) y únicamente fueron graficados, pues se requiere de la replicación 
del experimento, para poder obtener una n significativa estadísticamente.  

 

 

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

Los HF fueron obtenidos de la capa dérmica de piel de abdomen y cultivados para 
su expansión. A través de un ensayo de inmunofluorescencia se demostró la 
expresión de la proteína de superficie de fibroblastos 1B10 (como se muestra en la 
[Fig.16], en color verde) para células de pase 4 (p4). El cultivo mostró que las 
células aisladas eran positivas en un 90% [ANEXO 1]. Además se pudo observar a 
través del microscopio la morfología característica del linaje: células alargadas, 
fusiformes y con núcleo elíptico a redondo en el centro (azul), como se muestra en 
la [Fig.15]. Los cultivos se mantuvieron no más allá del pase 5 como recurso para 
la generación del cocultivo. 

 

 

 

 

Figura 15. Cultivo primario de fibroblastos 
humanos aislados a partir de piel de abdomen.  
Se aislaron HF de la capa dérmica de piel de 
abdomen por digestión enzimática. Las células 
obtenidas presentaron un fenotipo fusiforme alargado 
como se muestra en la micrografía. 
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Figura 16. Inmunofluorescencia con anti-α-1B10 en un cultivo de fibroblastos de piel de abdomen. Los 
HF fueron marcados para 1B10 (verde) y el núcleo se tiñó con DAPI (azul). Aproximadamente el 90% de las 
células fueron positivas para  1B10 lo que demuestra una población altamente purificada de fibroblastos. 
Micrografía panorámica del cultivo de HF a diferentes escalas: A) 50 μm y B) a 100 μm. C y D) Micrografías a 
diferentes escalas del control negativo, en donde únicamente se identifican los núcleos teñidos con DAPI (azul). 

 

Para el caso de las células troncales mesenquimales se utilizó el tejido adiposo de 
las mismas muestras de abdomen (ADMSC). Por motivos ajenos al proyecto no se 
pudo realizar la caracterización por citometría de las células obtenidas, sin embargo, 
se siguió el protocolo estandarizado previamente dentro del laboratorio de 
biotecnología del INR [ANEXO 2-3]. 
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En el cultivo primario de ADMSC a las 24 horas mostraba una gran cantidad de 
eritrocitos, células apoptóticas y detritos celulares, por lo cual el medio fue 
reemplazado inmediatamente. Para las 72 horas, la cantidad de células apotóticas 
era mínima y se podía observar una población completamente adherida a la 
superficie con una morfología fusiforme que se expande sobre la base y en 
consecuencia ocupan un mayor espacio comparado con los HF [Fig.17]. Debido a 
lo anterior para llevar a cabo los ensayos posteriores, se requirió de la siembra del 
doble de cajas de ADMSC de las requeridas para HF y así obtener 
aproximadamente la misma cantidad (los datos no fueron recolectados, pues no 
formaban parte de los objetivos de este proyecto), sin embargo se considera que es 
importante mencionar que de una caja de de 75 cm2  del 80 al 90% de confluencia 
se obtuvieron alrededor de 3-4x106 células comparadas con las 6-7x106  obtenidas 
por caja de HF. 

 

Figura 17. Cultivo primario de células mesenquimales aisladas a partir de tejido adiposo de abdomen 
(ADMSC). Las células se obtuvieron por digestión enzimática de biopsias donadas por pacientes de lipoplastías, 
a partir de las cuales se hicieron cultivos primarios. Micrografías del cultivo primario de ADMSC a las 72 horas 
a diferentes escalas. A) 100μm y B) 50 μm, en donde se puede observar claramente una morfología fusiforme 
que se expande sobre la base y forma una especie de dendritas. Las flechas negras señalan células apotóticas 
dentro del cultivo. 

 

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

2 

SOµm 
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Figura 18. Cocultivo de HF y ADMSC sobre un andamio biocompatible. A partir de cultivos primarios de HF 
y ADMSC, se realizó un cocultivo empleando PPR como andamio biocompatible. Las células de ambos linajes 
se marcaron previamente con la finalidad de poderlas distinguir y comprobar que se encontraran sobre el 
andamio. Los HF fueron marcados con CellTracker (verde) que tiñe el citoplasma (A) y para las ADMSC se 
empleó MitoTracker (rojo) que tiñe mitocondrias activas (B). Cocultivo 1:1 de HF y ADMSC (C). A1) se pueden 
observar unas conexiones que se extienden desde el citoplasma de los HF que sugieren el mantenimiento de 
la comunicación entre la misma población. 

 

CONTROL PPR 
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Una vez que se lograron establecer las condiciones y la técnica para el cocultivo 
sobre el andamio, se continuó con un ensayo para evaluar la concentración de los 
factores de crecimiento bFGF, VEGF y EGF en el sobrenadante del cultivo, así 
como determinar la expresión de mRNA de las colágenas I y III, que son moléculas 
relacionadas con el proceso de cicatrización de la piel. Este experimento se realizó 
con el fin proponer el constructo como un posible tratamiento para heridas cutáneas. 

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

Los resultados mostraron que la concentración de bFGF incrementó tanto en HF y 
ADMSC por separado y en cocultivo cuando se sembraron sobre PPR [Fig 19, A]. 
Para EGF los resultados sugieren que la PPR estimuló la secreción de EGF por 
parte de las ADMSC solas y en cocultivo con HF [Fig 19,B]. El empleo de PPR 
también provocó un incremento en la  concentración de VEGF en los cultivos de HF 
solos y cuando se encuentran en cocultivo con ADMSC, mientras que no parece 
tener mayor efecto  sobre las ADMSC en cuanto a la liberación de VEGF [Fig.19, 
C]. En general se observó que el empleo de PPR como andamio tiene una tendencia 
a promover la liberación de los factores bFGF, VEGF y EGF en el cocultivo de HF y 
ADMSC. 
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Para la determinación de la expresión de proteínas de matriz extracelular, se llevó 
a cabo una PCR tiempo real para la cuantificación del mRNA correspondiente a los 
genes COL1A1 y COL3A1. Con este fin, se extrajo el RNA total de 1x106 células6 
de cada condición, el cual se cuantificó y verificó su integridad por medio de un gel 
de agarosa [Fig.20, A,B]. Con el fin de obtener cDNA para continuar con el objetivo, 
se realizó una retro-transcripción cuyos rendimientos se muestran en la [Fig.20, C]  

 
6  La cantidad de células fue determinada de acuerdo a experimentos previos, que mostraron que el 
rendimiento del RNA total de las células sobre el andamio disminuía en comparación con las células sin el 
andamio (ANEXO 4-5). 

Figura 19. Determinación de factores de crecimiento 
presentes en el sobrenadante del cultivo de HF y ADMSC 
sobre PPR. Se evaluó la liberación de bFGF, VEGF y EGF a 
las 16 horas de cultivo de HF y ADMSC por separado y su 
cocultivo empleando PPR como andamio. Se muestran 
resultados de un experimento evaluado por triplicado. 

HF: fibroblastos, ADMSC: células troncales mesenquimales 
derivadas de tejido adiposo, PPR: piel porcina radio-
esterilizada, como control se usó el andamio de PPR sin 
células.  
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Figura 20. Extracción de RNA total de los cultivos celulares y obtención de cDNA. A) La tabla muestra el 
rendimiento del RNA total obtenido por cada condición expresado en nanogramos por microlitro (ng/μl). B) Gel 
de integridad del RNA, se cargaron 3ul de material genómico más 2ul de marcador. Las flechas blancas indican 
las bandas intactas correspondientes a las sub-unidades 18 y 28S del RNA. C) Tabla de la concentración de 
cDNA obtenido a partir de la retrotranscripción del RNA total. 

 

Una vez que se tuvo el cDNA se continuó con la PCR tiempo real de los genes 
COL1A1 y COL3A1 que codifican para las cadenas α de las pro-colágenas I y 3 
respectivamente. Los resultados revelaron que el empleo de PPR como andamio 
para ADMSC en monocultivo tiende a disminuir la expresión de COL I y COL III 
[Fig.21, B] mientras que HF sobre PPR únicamente disminuyó la expresión de COL 
1 [Fig. 21,A]. La expresión de COL I y COL III  en el cocultivo de HF y ADMSC 
sobre PPR aumentó en comparación con  el cocultivo sin andamio, como lo muestra 
la gráficas de la [Fig. 21, C].  
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7.DISCUSIÓN 
El tejido adiposo es un excelente recurso para la obtención de células troncales con 
fines terapéuticos, pues es un tejido abundante que se puede obtener facilmente 
pues es considerado un tejido de desecho cuando proviene de la reducción estética 
de grasa abdominal. Se trata de un procedimiento sencillo no invasivo y de bajo 
riesgo para la salud del paciente.  

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

Dentro del proceso de reparación de la piel, los fibroblastos tienen un papel  
fundamental en la remodelación de la matriz extracelular que permite la migración 
celular y la liberación de factores de crecimiento. En etapas intermedias de la 
reparación los fibroblastos adquieren un fenotipo especializado conocido como 
miofibroblastos que son células productoras de una matriz rica en colágena y 

Figura 21. Efecto del empleo de PPR como andamio sobre 
la expresión de los genes COL1A1 y COL3A1 en el cocultivo 
de HF y ADMSC sobre PPR. Para el análisis de la expresión 
de Col I y Col III se realizó una cuantificación de los mRNA 
correspondientes por medio de PCR tiempo real. A) Monocultivo 
de HF sin andamio y con PPR. B) Monocultivo de ADMSC sin 
andamio y con PPR C) Cocultivo de HF y ADMSC sin andamio 
y sobre PPR . Se muestran resultados de un experimento 
evaluado por triplicado. 

Col I/III: sin andamio, Col I/III/PPR: con andamio  
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gracias a sus propiedades contráctiles permiten la aproximación de los extremos de 
la herida y finalmente la formación de una cicatriz.  

En muchas ocasiones como resultado del desequilibrio entre la proliferación y 
apoptosis de los miofibroblastos se genera fibrosis, que se refiere a la excesiva 
producción y acumulación de fibras de colágena que muchas veces interfiere con la 
funcionalidad del tejido, en el caso de la piel, genera cicatrices hipertróficas o 
queloides que producen secuelas funcionales, físicas y socio-psicológicas 
relevantes.  

Los resultados de la [Fig. 21C], mostraron que el cocultivo de HF y ADMSC inhibe 
la producción de COL I y COL III, resultado que coincide con el trabajo publicado 
por Deng MD.et al; en donde observaron que además de colágenas también inhibe 
la proliferación y la expresión de a-SMA y TGF-b 179. Interesantemente, también 
pudimos ver que el empleo de PPR como andamio para el cocultivo parece estar 
contrarestando este efecto, pues en comparación con el cocultivo sin andamio, los 
niveles de COL I  y III aumentaron. 

Modelos de heridas in vivo sobre ratones y humanos expuestos directamente a 
ADMSC y ADMSC-CM (medio condicionado de ADMSC), han demostrado sus 
capacidades anti-fibróticas, pues disminuye la densidad de COL I y COL III en las 
cicatrices generadas. Además de haber reducido el área de la herida, promovido la 
re-epitelización y con ello la apariencia estética de la cicatriz 180–182.  

Aunque por el contrario, algunos estudios in vitro han coincidido en que el uso de 
ADMSC-CM promueve el depósito de COL I y COL III, la proliferación y la 
disminución de MMP-1, cuando se utiliza medio condicionado 182,183.  

Cabe mencionar que en dos trabajos in vivo con ratones uno empleando ADMSC 
inyectadas184 y la administración tópica de exosomas provenientes de ADMSC185, 
también reportaron que se promovió la expresión del mRNA para COL I y COL III 
comparado con el control así como una mejor cicatrización. 

Un estudio reciente empleó conejos como modelo de estudio a los cuales se les 
administraron tanto ADMSC como ADMSC-CM sobre las heridas generadas y, los 
resultados obtenidos mostraron que ambos tienen la capacidad de disminuir la 
síntesis de colágena en la cicatriz generada, sin embargo, las ADMSC fueron màs 
efectivas pues los niveles de COL I y a-SMA fueron aún más bajos y además 
mostraron una menor elevación de la cicatriz186. 

Aunque los mecanismos moleculares que se encuentran involucrados en este 
complejo proceso no se tienen completamente esclarecidos, los resultados 
obtenidos en este proyecto junto con los trabajos de la revisión bibliográfica 
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disponible hasta la fecha, nos permiten sugerir que las interacciones célula-célula 
potencian el efecto anti-fibrótico de las ADMSC, pero además se observó que el 
empleo de PPR tiene la capacidad de regular los efectos sobre la producción de 
COL I y COL III del cocultivo de HF y ADMSC per se. 

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

El constructo promueve la liberación de bFGF, una molécula que se ha relacionado 
en repetidas ocasiones con la ausencia de cicatriz, pues ha demostrado tener 
grandes efectos anti-fibróticos así como la generación de una matriz que muestra 
una orientación de fibras de colágena similar a la de la dermis intacta 187–190. Este 
efecto se puede atribuir a su capacidad para inhibir la transformación de 
miofibroblastos y la reducción del tejido granuloso mediante la promoción de su 
apoptosis 189,191 y a la capacidad que tiene para promover la liberación de MMPs  
que promueven la migración celular. 

El constructo tambièn mostrò estar regulando positivamente a VEGF. VEGF 
participa directamente en la generación del tejido granuloso pues en ratones Knock 
out para VEGFR1 este tejido no se forma 192. Diferentes estudios han demostrado 
que el estímulo de fibroblastos con VEGF promueve la expresión de colágena I y III 
a través de diferentes mecanismos 193,194. Entre ellos su capacidad para regular la 
permeabilidad de los vasos sanguíneos que permite que células como macrófagos 
ingresen al área afectada y con ello la producción de moléculas como PDGF, bFGF 
y TGF-b que promueven la proliferación de fibroblastos y el depósito de proteínas 
de matriz generando un tejido granuloso con mayor densidad.  

Además se ha observado que VEGF y bFGF acelaran la re-epitelización a través de 
la promoción de la expresión de marcadores endoteliales en células troncales 
mesenquimales 195. 

El constructo promueve la liberación de EGF. EGF es conocido por ser un agente 
potencialmente mitogénico y promotor de migración celular efecto que se ha 
comprobado dentro del proceso de reparaciòn sobre cèlulas endoteliales y 
fibroblastos 126,196. La administración tópica de  EGF en heridas agudas y crónicas 
acelera la re-epitelización y reduce el tiempo de cierre de la herida 127,197. Hata R. y 
col estudiaron el efecto de EGF sobre fibroblastos y concluyeron que estimula su 
proliferación e inhibe la transcripción de colágena tipo I 198,199. Este último hecho se 



 

 73 

puede respaldar por investigaciones más recientes que han demostrado que EGF 
estimula la expresión del receptor de TGF-b en fibroblastos, lo cual en teoría 
permitiría su transformación a miofibroblastos y así explicar el aumento de la 
producción de colagenasas descrito por Barrandon Y. et al; 200,201.       

La [Fig.22] muestra la estrecha relación entre la liberación de factores de 
crecimiento y la producción de colágena, dentro de la cual figuran ciertos 
mecanismos celulares de gran importancia para el proceso de reparación de la piel. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 

Figura 22. Efectos de bFGF, VEGF y EGF sobre procesos asociados a la reparaciòn de la piel 

 

 

Figura 1 

Figura 
2 Efectos de bFGF, VEGF y EGF sobre procesos asociados a la reparaciòn de la piel 

 

 

Figura 3 Efectos de bFGF, VEGF y EGF sobre procesos asociados a la reparaciòn de la piel 
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8.CONCLUSIONES 
 

Los resultados obtenidos en este trabajo sugieren que el co-cultivo de HF y ADMSC 
sobre PPR tiende a promover la síntesis de VEGF, bFGF y EGF y la expresión del 
mRNA para COL I y III. 

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

 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

ANEXO  1. Evaluación de la expresión de 1B10 en fibroblastos extraídos de biopsias de piel del 
abdomen. En el cuadrante superior derecho se señalan las células consideradas negativas (-) mientras que el 
cuadrante izquierdo muestra ejemplos de células positivas (+). Cada cuadrante muestra el número de células 
(-) y (+) contadas dentro del área correspondiente. 
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ANEXO 2. Inmunofenotipo de células troncales mesenquimales obtenidas a partir de grasa 
abdominal (ADMSC). Inmunofenotipo por citometría de flujo en donde muestran ser positivas para los 
marcadores mesenquimales en contraste con la ausencia de los  marcadores hematopoyéticos. 

Sánchez-Sánchez et al, 2015 
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Las ADMSC aisladas de abdominoplastías tienen la capacidad de diferenciarse células de diferentes tejidos: 
condrocitos (A), osteocitos (B) y adipocitos (C). 

Sánchez-Sánchez et al, 2015 

 

 

 

 

 

 

 

 

ANEXO  3. DIferenciación de células troncales mesenquimales derivadas de tejido adiposo.  
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ANEXO 4. Estandarización del cocultivo de HF y ADMSC sobre PPR. Se llevó a cabo un primer ensayo en donde 
se incluyeron las condiciones: HF sembrados sin andamio (HF), fibroblastos sembrados sobre el andamio (HF/PPR), 
ADMSC sembradas sin andamio (ADMSC), ADMSC sembradas sobre el andamio (ADMSC/PPR), cocultivo sin 
andamio (HF/ADMSC) y cocultivo sobre el andamio (HF/ADMSC/PPR).  Se realizaron 3 ensayos independientes en 
placas de 6 pozos, en donde se sembraron 3x106 cèlulas en cada pozo (1X106 de cada línaje para el cocultivo) con 
DMEM suplementado con 1%SFB y 1% A.A, se mantuvieron en cultivo por 12 horas.  

 

ANEXO 5. Cuantificación de RNA total. Se retiraron los medios de cultivo y se procedió a la extracción del RNA 
total de las células. El material genético fue cuantificado y se percibió una disminución en el rendimiento del RNA 
extraído de los cultivos sobre el andamio, lo cual se atribuyó a la pèrdida de cèlulas durante el proceso de la 
extracción debido a la dificultad para desprender las cèlulas del andamio.  
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