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RESUMEN

El dafio de la piel se puede dar a nivel dérmico y epidérmico, por causas quimicas,
eléctricas, térmicas y metabdlicas. Un desorden metabdlico que genera un dafio
epidérmico crénico es la diabetes, que se ocasiona por deficiencia de produccion o
imposibilidad de uso de la insulina. La Diabetes Mellitus tipo 2 presenta como
principal problema la formacién de Ulceras cutaneas en los miembros inferiores o
“pie diabético” y de los cuales mas del 50% terminan en amputacion de la
extremidad. OBJETIVOS: Evaluar in vitro el potencial regenerativo y proliferativo
de un gel de plasma rico en plaquetas con células epiteliales humanas de amnios.
METODOLOGIA: Se obtuvo células epiteliales amniéticas humanas (hAEC) y
fibroblastos a partir de tejidos como membrana amnidtica y piel, utilizando técnicas
en cultivo celular. Se estandarizé el cultivo de las células epiteliales amnioticas
humanas (hAEC) y se cuantifico los factores de crecimiento (EGF, VEGF, PDGF,
TGF-B, PGE2) liberados por el biocompuesto y hAEC a los 48h (MC48h). El
Lisado Plaquetario Humano (HPL) (5%,10% y 20%) y MC48h como alternativa al
uso de Suero Bovino Fetal, se analizd6 mediante curvas de crecimiento y doble
proliferacion en el tiempo, sobre fibroblastos dermicos humanos. El efecto
sinérgico (proliferativo, migratorio y afinidad) del biocompuesto, se realizd
mediante ensayos de proliferacién, migracion celular, citotoxicidad y viabilidad
celular sobre los fibroblastos dérmicos. RESULTADOS: EI biocompuesto,
producto biologico, formado de hAEC y plaquetas, libera factores de crecimiento
como PDGF (3651+881.5 pg/mL) y EGF (683.6+462.2 pg/mL) (p<0.0001) que
intervienen en la proliferacion de fibroblastos y queratinocitos, VEGF (389+67.66
pg/mL) (p<0.0001), principal mediador de la angiogénesis y linfangiogénesis, y
TGF-B1 (1611+68.47 pg/mL) (p=0.002) que permite la reepitelizacion, PGE2
(4393+729.4 pg/mL) un principal inmunorregulador de linfocitos T y células
dendriticas, y que en conjunto intervienen directamente en las etapas del proceso de
reparacion tisular. El biocompuesto presenta efectos proliferativos, migratorios y no
citotoxicos para los fibroblastos in vitro con factores de crecimiento que permitiran
mejorar el proceso de cicatrizacion en heridas cronicas. PALABRAS CLAVE:
Células Epiteliales Amnidticas Humanas, cicatrizacion, proliferacion, fibroblastos,

diabetes tipo I, pie diabético.



ABSTRACT

Damage to the skin can occur at a dermal and epidermal level, due to chemical,
electrical, thermal and metabolic causes. A metabolic disorder that generates a
chronic epidermal damage is diabetes, which occurs due to production deficiency or
inability to use insulin. Diabetes Mellitus type 2 presents as the main problem the
formation of skin ulcers in the lower limbs or "diabetic foot", and more than 50% of
the cases ends in amputation of the limb. OBJECTIVES: Evaluate in vitro the
regenerative and proliferative potential of a platelet rich plasma gel with human
amnion epithelial cells (hAEC). METHODOLOGY: hAEC and fibroblasts were
obtained from tissues such as amniotic membrane and skin, using cell culture
techniques. The culture of hAEC was standardized and the growth factors (EGF,
VEGF, PDGF, TGF-B, PGE2) released by the biocomposite and hAEC were
quantified at 48h (MC48h). The Human Platelet Lysate (HPL) (5%, 10% and 20%)
and MC48h used instead of Fetal Bovine Serum (FBS) were analyzed by growth
curves and double proliferation over time, on human dermal fibroblasts. The
synergistic effect (proliferative, migratory and affinity) of the biocomposite is
carried out through proliferation, cell migration, cytotoxicity and cell viability tests
on the dermal fibroblasts.

RESULTS: The biocomposite, biological product, formed of hAEC and platelets,
released growth factors such as PDGF (3651 + 881.5 pg/mL) and EGF (683.6 *
462.2 pg/mL) (p <0.0001) that intervene in the proliferation of fibroblasts and
keratinocytes. It also released VEGF (389 £+ 67.66 pg/mL) (p <0.0001), main
mediator of angiogenesis and lymphangiogenesis, TGF-p1 (1611 + 68.47 pg/mL)
(p = 0.002) factor that allows in reepithelialization, and PGE2 (4393 + 729.4
pg/mL), the main immunoregulator of T lymphocytes and dendritic cells. All these
factors released intervene directly in the stages of the tissue repair process. The
biocomposite has proliferative, migratory and non-cytotoxic effects for fibroblasts

in vitro with growth factors that improve the healing process in chronic wounds.

KEY WORDS: Human Amniotic Epithelial Cells, wound healing, proliferation,
fibroblasts, type Il diabetes, diabetic foot.
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CAPITULO I: INTRODUCCION

En las dltimas décadas la investigacion en salud para el mejoramiento de la
regeneracion y/o cicatrizacion de heridas ha permitido implementar desde el uso
de geles bioldgicos y sintéticos, hasta la infiltracion celular de fibroblastos,
queratinocitos, y células madre mesenquimales, para el tratamiento de
enfermedades como quemaduras, epidermolisis ampollar, psoriasis, Ulceras
diabéticas, entre otras. Segln datos publicados en el 2014 por la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS), la prevalencia mundial (normalizada por edades) de
la diabetes se ha duplicado desde 1980, pues ha pasado del 4,7 al 8,5% en la
poblacion adulta®, debido al incremento en los factores de riesgo conexos, como
el sobrepeso o la obesidad®. En la Gltima década, la prevalencia y la mortalidad
causada por la diabetes han aumentado considerablemente mas en los paises de
ingresos bajos y medianos que en los de ingresos altos®. En 2012, la diabetes
provoco 1,5 millones de muertos, puesto que se requieren técnicas especificas
para diferenciar entre diabetes tipo 1 (que exige inyecciones de insulina para la
supervivencia del paciente) y diabetes tipo 2 (en la que el organismo no puede
utilizar adecuadamente la insulina que produce)®. La mayoria de las personas
afectadas tienen diabetes de tipo 2, que solia ser exclusiva de adultos, y que ahora
también se da en nifios. Todos los tipos de diabetes pueden provocar
complicaciones en muchas partes del organismo e incrementar el riesgo de
muerte. Entre las posibles complicaciones se incluyen: infarto de miocardio,
accidentes cerebrovasculares, insuficiencia renal, amputacion de piernas, pérdida
de vision y dafios neurolgicos.?®

Las ulceras del pie diabético comparten varios factores causantes con otros tipos
de heridas cronicas, que incluyen hipoxia local, isquemia, colonizacion bacteriana
y respuestas alteradas de estrés celular y sistémico. Sin embargo, la tlcera del pie
diabético es Gnica en muchos aspectos.® El factor mas significativo exclusivo del
desarrollo de la ulceracion es la neuropatia periférica, que afecta a todos los tipos
de fibras nerviosas del pie. La neuropatia de las fibras motoras conduce a

debilidad, atrofia muscular y paresia. La piel seca puede conducir a la fisuracion



(que sirve como un portal de entrada para las bacterias) y agrava la
hiperqueratosis plantar en las areas de friccion.®

A nivel mundial se viene desarrollando diversas técnicas y estudios dirigidos a
regenerar el tejido dafiado en un menor tiempo, usando el cultivo celular y la
ingenieria de tejidos como herramienta para la medicina regenerativa.

Las celulas estromales mesenquimales multipotentes, son muy estudiadas
actualemente por sus propiedades regenerativas e inmunoldgicas. De particular
interés son las células humanas epiteliales de tejido amnidtico (hAEC), ya que
presentan un comportamiento semejante a las células madre de origen
embrionario expresando marcadores como Oct-4 (octame binding transcription),
Sox-2 (sex determining region Y-box 2), Nanog y Rex-1 que son caracteristicos de
células pluripotentes, y presentan HLA-G que induce la apoptosis e inhibe la
proliferacion de las ceélulas TCD8+ y TCD4+ activadas reduciendo el rechazo
inmunolégico. Asi mismo, no forman teratomas debido a que no presentan
activacion de la telomerasa. Por tal motivo, el uso de las hAEC como fuente de
moléculas co-estimuladoras para la reparacion tisular, genera un microambiente
inmunolégicamente importante para la cicatrizacion de heridas, brindandonos
promisorios resultados como nueva alternativa de posibles aplicaciones clinicas
en el tratamiento de Ulceras cutaneas de pie diabético.

La obtencion de la membrana amni6tica no presenta complicaciones, debido a que
al ser un tejido de desecho en el proceso de parto, no presenta contacto directo con
la donante ni con el recién nacido. Las limitaciones estarian en la posibilidad de
captar donadoras que se encuentren dentro de los criterios de inclusién vy
exclusion.

El presente estudio generard una serie de conocimientos acerca del efecto
sinérgico de las hAEC y plasma rico en plaquetas (PRP) sobre los fibroblastos,
principal componente en la cicatrizacion de heridas agudas y crénicas, como las
Ulceras diabéticas tipo Il, quemaduras u otras dolencias. Asimismo se evaluara el
efecto bioldgico e inmunoldgico del biocompuesto formado, y se cuantificara los
factores de crecimiento como VEGF, EGF, PDGF, TGF-B y PGE2, que participan
directamente en reparar en un menor tiempo la zona dafiada, reduciendo la

intervencidén quirargica y futuras amputaciones de extremidades inferiores.



Con este estudio esperamos una alta efectividad in vitro del efecto sinergico de
hAEC y PRP sobre los fibroblastos y la regeneracion de tejido dafiado, con
expectativas de uso in vivo como terapia bioldgica, la cual mejorara en los

pacientes con diabetes tipo 2 la calidad de vida, reincorporandose a la sociedad.



CAPITULO II: PLANTEAMIENTO DE LA INVESTIGACION

2.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La Diabetes Mellitus (DM) es considerada por la OMS como una las cuatro
principales enfermedades no transmisibles para intervenir con caracter prioritario
a nivel global. En la actualidad la prevalencia de la diabetes ha aumentado debido
al sobrepeso, a la mala alimentacion y falta de actividad fisica®. Desde el afio
1980 hasta la actualidad se ha duplicado su tasa de prevalencia de 4.7 a 8.5%,
provocando en el 2012 la muerte de 1,5 millones de personas a nivel mundial. En
2013 el 96.9% de los casos corresponden a DM tipo 2, una de cuyas
complicaciones severas es la formacion de ulceras de pie diabético. De acuerdo
a la OMS, del 15 - 25% de los pacientes con DM desarrollara pie diabético,
teniendo el riesgo de consecuencias patologicas incluido la infeccidn, ulceracion
y/o destruccion de tejidos profundos. Provocando amputaciones en un 85% de los
pacientes, ocasionando su discapacidad parcial o definitiva, con una incidencia de
mortalidad a los 5 afios en 44.3%Y. En el Per(, los estudios datan a 1999 donde
Alcantara y col. reportaron que de 206 pacientes que padecian pie diabético, el
61.2% sufrié amputacion®. Ente los afios 2006 y 2008 el Hospital Nacional 2 de
Mayo, reporté que de 179 pacientes que se internaron con diagnostico de pie
diabético, el 98.2% padecia DM tipo 2, y de todos ellos el 64% sufrieron al final
algun tipo de amputacion®. Los principales signos de ulceras de pie diabético son
neuropatias periféricas (60-80%), isquemia (30-40%) y osteomielitis difusa que
pueden llevar a la amputacion del miembro inferior®.

Los tratamientos de pie diabético son a base de antibacterianos, desbridamiento
quirurgico, coberturas y reconstrucciones vasculares, llegando a amputar por
encima del 50% a los pacientes tratados. Es por ello que el presente estudio
plantea la evaluacion in vitro del potencial regenerativo de un biocompuesto
formado con células epiteliales de amnios humanas (hAEC) y gel de plasma rico
en plaquetas (PRP), cuyos efectos sinérgicos liberen a los principales factores de
crecimiento factor de crecimiento epidermal (EGF), vascular endotelial (VEGF),

transformante beta (TGF—), derivado de plaquetas (PDGF), y prostaglandina E2



(PGE2) que estimulen la proliferacién y migracion de fibroblastos, uno de los
principales componentes dérmicos, como solucion promisoria, para una rapida
cicatrizacion con minima fibrosis, baja inflamacion y buena recuperacion,
aminorando los principales riesgos al tratar a un paciente con Ulceras de pie
diabético, reduciendo considerablemente la amputacion, los costos de atencion y

fundamentalmente mejorar la calidad de vida del paciente con DM tipo 2.



2.2 JUSTIFICACION

Los tratamientos médicos a nivel mundial frente a Ulceras cutaneas generadas por
Diabetes Mellitus (DM), conocidas como pie diabético no logran reducir el riesgo
de amputacion de las extremidades inferiores del mas del 60% de pacientes. Lo
que genera de forma progresiva dentro de los 5 afios post amputacion una tasa de
mortalidad de 44.3%®. Es por ello que surge la alternativa de tratar esta dolencia
mediante terapia celular, con técnicas en cultivo celular e ingenieria de tejidos,
que actualmente abarcan los principales tratamientos meédicos con buenos
resultados. El presente trabajo tiene como objetivo principal evaluar el efecto
regenerativo y cicatrizante de un gel de células epiteliales de amnios humanas
(hAEC) y PRP.

En los ultimos afios el tejido amniotico ha despertado un gran interés como fuente
de células madre, y como apdsitos liofilizados y frescos para el tratamiento de
guemaduras, debido a sus propiedades regenerativas e inmunomoduladoras
ampliamente estudiadas.

La estructura del amnios presenta estratos bien diferenciados y estudiados, una
capa superficial que conforma el epitelio del tejido, denominada células epiteliales
de amnios humana (hAEC), las cuales presentan un comportamiento semejante a
las células madre, no expresando HLA A-B-C (clase 1a) y HLA DR (clase II), ni
moléculas co-estimuladoras, presentan antigenos HLA-G, importantes en la
inmunotolerancia del feto, que contribuye en la inmunomodulacion de la
inhibicion de las células natural Killer y macrdéfagos, asi como la proliferacion de
los linfocitos TCD4" y TCD8" (inmunoregulacion). Estas caracteristicas
permitirian disminuir la inflamacion en la Ulcera, disminuyendo el riesgo de
rechazo inmunoldgico del biocompuesto frente al huésped. Otra importante
caracteristica que limita a la terapia celular, es la formacion de tumores. A
diferencia de las células epiteliales embrionarias (ESC) y células madre
mesénguimales adultas, las hAEC no expresan actividad de telomerasa, no forman
teratomas, previniendo asi la formacion de tumores. El plasma rico en plaquetas

(PRP) presenta una concentracion de factores de crecimiento, liberados por las



plaquetas, como PDGF, VEGF, EGF, TGF- B que estan vinculados estrechamente
con la regeneracion tisular.

En este estudio se medira el efecto sinérgico a nivel molecular y celular de las
células hAEC y el PRP en forma de gel sobre los fibroblastos, principales
mediadores de la cicatrizacién, con la finalidad de que los resultados se conviertan
en una posible aplicacién topica en un ensayo clinico en pacientes con esta
dolencia. La posibilidad de criopreservar las células hAEC nos permitiria realizar
estudios para el tratamiento de otras enfermedades dérmicas, cardiacas,

neuroldgicas, hepaticas, vasculares, etc.



CAPITULO I1I: MARCO TEORICO

3.1. ANTECEDENTES DE LA INVESTIGACION

La medicina regenerativa tiene como objetivo posibilitar el reemplazo de tejidos y
de 6rganos dafiados por edad, enfermedad y trauma, asi como normalizar defectos
congénitos?, Esta linea de investigacion se origind a mediados del XIX, con el
descubrimiento de la capacidad que mostraban algunas células de dar origen a
otras células. Al principio del siglo XX, se descubrié la existencia de células
madres (SC) en la médula 6sea, iniciandose asi los primeros trasplantes y terapias
en casos de leucemia®™. Desde que se iniciaron los estudios de las SC, se han
descrito varias fuentes de obtencion, de estas tanto en, tejido de origen
embrionario (amnios, corion, gelatina de Warton, etc), como en tejido adulto
(tejido adiposo, médula &sea, etc), con ligeras variantes en sus niveles de
proliferacion, antigenicidad y método de obtencion(t2-1%),

La membrana amniotica (MA) es la capa mas interna de la placenta que carece de
nervios, masculos y vasos linfaticos®®, permitiendo al feto durante todo su
desarrollo un ambiente de suspension, con intercambio de sustancias, nutritivas y
de desecho, con su medio exterior. Una de las principales caracteristicas de la
membrana amnidtica es actuar como una barrera de defensa contra infecciones,
traumatismos y toxinas.*”*® La membrana amnidtica presenta una superficie de
700 a 1800 cm?, con un peso de 15 a 35 g y espesor de 70 a 180 um.
Estructuralmente esta compuesta de: epitelio, lamina basal, estroma de tejido
conectivo avascular, y una capa esponjosa que la separa del corion. En los ultimos
afios la MA ha despertado gran interés como fuente de células madre con
diferencias en sus capas externas e internas. En el epitelio del amnios se
encuentran las células epiteliales amnidticas humanas (hAEC). Estas células
fueron descritas como pluripotentes por, Tamagawa y col. (2004) al crear
qguimeras xenogeénicas in vitro a partir de células aisladas del amnios humano
(epiteliales y mesénquimales) con células embrionarias de ratén. Ellos
demostraron la contribucion de las células humanas a la formacion de células en

las tres capas germinales (endodermo, ectodermo y mesodermo)®?,



La obtencion de las hAEC es por medio de procesos mecanicos y de digestion
enzimatica con tripsina — EDTA en diferentes concentraciones (0.25% y 0.05%),
o usando dispasa, llegando a obtener por encima de 1x10® células®®. En cultivo
forman una monocapa con un patron tipico de células epiteliales cuboides
homogéneas que no necesitan de capa alimentadora para su crecimiento, que en
muchos casos provienen de origen xenogénico, lo cual en terapias es muy poco
aceptado por la OMS. Presentan adherencia al plastico y se cultivan en medios
convencionales como RPMI-1640, o-MEM (Medio Minimo Esencial), DMEM
(Medio de Eagle modificado por Dulbecco), con alta o baja concentracién de
glucosa, Ham’s F-12/DMEM, suplementados con 5 a 10% de Suero Bovino Fetal
(SBF), L-glutamina, penicilina 100 U/mL, estreptomicina 100 ug/mL, en
presencia o no de e EGF. @Y

Las hAEC poseen origen epiblastico, expresando marcadores antigénicos o
clusters de diferenciacion (CD) muy heterogéneos, asociados al linaje de células
madre embrionarias (ESC), como los antigenos embrionarios especificos SSEA-3
y SSEA-4, receptores alpha de células T TRA 1-60 y 1-81, y factores de
transcripcion como Oct-4 (octame binding transcription), Sox-2 (sex determining
region Y-box 2), Nanog y Rex-1 que son caracteristicos de células pluripotenciales
(14-18) " Asi - mismo expresan CD9* (molécula de adhesion y migracion), CD24*
(ligando de P-selectina), CD29* (receptor para V-CAM, cadena Bl integrina),
CD73" (ecto 5’ nucleotidasa), CD90* (Thy-1), CD166" (molécula de adhesién),
CD44" (receptor del acido hialurénico), E-caderina (CD324), integrinas a6, c-met
(receptor del factor de crecimiento de hepatocito: HGF)829, No expresan SSEA-
1, CD105 (endoglina), CD49e" (integrina o-5), CD45, CD13, CD14
(marcadores de células hematopoyéticas, excepto eritrocitos y plaquetas), CD34
(marcador de células madre hematopoyéticos y células endoteliales), ni CD133"
(expresado en células madre hematopoyéticas, progenitores de células

endoteliales, glioblastomas).-21

Las hAEC pueden secretar varias citoquinas y otras moléculas de sefializacion,
incluyendo prostaglandina E, TGF-a, factor de necrosis tumoral, interferones,

interleuquinas (IL-4, 1L-8), acetilcolina, catecolamina y factores neurotr6ficos®®.



Koizumi et al 2000 demostraron que hAEC expresa mRNA para un nimero de
factores de crecimiento, que incluye EGF y factor de crecimiento de
queratinocitos (KGF), lo cual puede beneficiar la epitelizacion®®. Ito et al 2003
mostraron que los factores de crecimiento secretados por hAEC pueden ser de tipo
proteina y pueden promover la epitelizacion normal, controlando la diferenciacion
terminal e incrementando la estratificacion de queratinocitos@®.

Actualmente existe una controversia con respecto al estatus inmunoldgico
privilegiado de las células madre, de las cuales las hAEC no son ajenas. Algunos
estudios afirman que todo el epitelio amni6tico humano no expresa antigenos de
leucocitos (HLA) - A, B o C (clase 1a) en la superficie celular, sugiriendo que el
rechazo agudo no ocurriria después del trasplante celular®” %39, Sin embargo,
otros informes muestran que tendrian una expresion leve de HLA de clase | ¢
29)_

A pesar de las discrepancias, es claro que las hAEC no expresan HLA DR (clase
1) ni factores co-estimuladores CD80 y CD86C%, pero si expresan HLA-GG®, un
antigeno leucocitario humano tipo | no clasico, que es utilizado como un
marcador no invasivo para la seleccion de embriones en la reproduccion
asistida®”, y que en cultivos primarios tiende a disminuir segun el grado de
proliferacion en los pasajes®®®. Un posible papel de HLA-G es proteger al feto, del
rechazo inmunologico de la madre®®. Por lo tanto, en una terapia de tipo
alogénica, las células que expresan HLA-G pueden ser capaces de evadir la
vigilancia inmune, inducir la apoptosis e inhibir la proliferacion celular de las
células TCD8"y TCD4" activadas®?39,

En el contexto del uso de estas células para la aplicacion clinica, muchos autores
consideran controversial el mecanismo de evasion del sistema inmune de las
hAEC. Sin embargo estudios in vitro demuestran que en presencia de IFN—y
(presente en un ambiente inflamatorio), la expresién celular HLA-G se
restaura®3) estos resultados sugieren una mayor persistencia de las células en el
hospedero, presentando mecanismos alternativos de evasion mediante secrecion
de factores inmunomoduladores capaces de inhibir y reducir via apoptosis la
proliferacion de células T y B“9. Otras proteinas de interés actual son las alfa-

fetoproteinas (AFP), producidas también por las células madre mesenquimales
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(MSC)“D que reducen la reactividad de los linfocitos y modula la apoptosis de las
células inmunes®24®, En co-cultivos, las células hAEC con células
mononucleares periféricas de sangre (PBMC), estimuladas con fitohemaglutinina
A (PHA)®9, se observa una supresion sobre las células TCD4", reduciendo su
proliferacion y por ende la disminucion de produccion de citocinas Thl y Th2¢9),
Asi mismo las hAECs secretan factores como Fas, TRAIL, el factor de
crecimiento transformante beta (TGF-B) y el factor inhibidor de macré6fagos
(MIF), que inhiben la migracion de neutréfilos y macréfagos in vitro, asi como la
actividad citolitica de las células NK®“9. Los estudios clinicos con células hAEC
trasplantadas presentan resultados prometedores, debido a la reduccion de
citoquinas pro-inflamatorias tales como el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-
a), IFN-y, MCP-1 y la interleucina 6 (IL-6), generando la reduccion de la
infiltracion de células inflamatoria en la zona dafiada®” y un aumento de
citoquinas anti-inflamatoria como la 1L-10GY. Se han reportado casos donde las
células hAEC han sido colocadas en la superficie ocular, modulando el entorno
inflamatorio probablemente suprimiendo a las células presentadoras de
antigeno®?. Asi mismo, en un modelo de lesion inflamatoria pulmonar, fibrosis
pulmonar, inducida con bleomicina, las hAEC modularon la respuesta
inflamatoria y la fibrosis pulmonar previniendo la pérdida de la funcion pulmonar
del hospedero. @31

Otro ambito clinico donde las hAEC han sido estudiadas es en modelos de
diabetes. Al ser trasplantadas en bazos de ratones diabéticos con
inmunodeficiencia combinada severa (SCID), estas células fueron encontradas en
el higado y en el pancreas, llegando a producir mayores niveles de insulina, asi
como a transdiferenciarse a células B y normalizar los niveles de glucosa en
sangre®,

En el &mbito del tratamiento de trastornos relacionados con el Sistema Nervioso
Central (SNC), las células hAEC son capaces de atravesar la barrera
hematoencefalica donde pueden injertarse, reducir la inflamacion y regenerar
tejidos dafiados?. Otra de las ventajas de las hAEC en la aplicacion terapéutica,
es no expresar actividad de telomerasa, una enzima que permite el alargamiento

de los telomeros vy la proliferacion celular, que en sobreexpresion pueden llegar a
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producir teratomas®*?”), Los estudios de tumorigenicidad realizados por
Tamagawa et al., 2004 consistieron en un seguimiento por 7 meses de la
inoculacion de hAEC, comparada con la linea celular HepG2, en los masculos de
las patas traseras y/o los testiculos de ratones diabéticos con inmunodeficiencia
combinada severa (SCID). Los ratones incoluados con HepG2 desarrollaron
tumores entre las 2-3 semanas, mientras que los inoculados con hAEC no
presentaron evidencia de tumorigenicidad.

La expresion de marcadores (Oct-4, Sox-2, ¢c-Kit, SSEA-4, TRA-1-60, TRA-1-81)
que indican pluripotencialidad celular permiten a las hAEC, en presencia de los
inductores adecuados, diferenciarse in vitro, hacia células derivadas de las tres
capas germinales: ectodermo (neuronas, y celulas gliales), mesodermo (osteocitos,
adipocitos, condrocitos, cardiomiocitos, miocitos) y endodermo (células
pancreaticas y hepaticas)?2?4?%)_ Las células expresan proteinas y marcadores
neuronales como vimentina, nestina (NES), proteina asociada a microtubulos
(MAP2), proteina acida glial fibrilar, enolasa especifica de neuronas (NSE),
nogina (un polipéptido secretado que juega un papel importante en la induccion
neural por inhibicion de las sefiales de TGF-B), acetil colina, norepinefina,
dopamina ?°2® asi como marcadores especificos de endodermo como GATA-4
(Proteina 4 de union a GATA), HNF-3p (Factor nuclear hepatocitico 3p)“®), ALB
(Albamina), oFP (a-fetoproteina), GLUT2 (transportador de Glucosa 2), A1AT
(Alfa 1 anti-tripsina), GS (Glutamina sintetasa), Citoqueratina 18 (CK18)“849),

Es importante destacar la disponibilidad, el bajo costo y el sencillo procedimiento
de obtencion de membrana amniotica, asi como la ausencia de aspectos éticos
complicados en el uso de las hAEC como fuente de células madre, como las
hAEC®?. Por lo que puede ser una fuente valorable de células para su empleo en
la terapia celular y medicina regenerativa®324:

Las hAEC se presentan como un complemento para terapias celulares en el
tratamiento de diversas enfermedades de indole inflamatorio y degenerativo.
Aunque su aplicacion clinica en humanos requiere de mayor investigacion pre
clinica en modelos in vitro e in vivo, estas células que provienen de la membrana
amniotica se han venido utilizado ampliamente en la clinica a lo largo de varias

décadas, con buenos resultados y sin rechazo, en la reconstruccion de la superficie
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ocular, en lesiones por quemadura y en traumatismos, , demostrando que es un
tejido que se tolera facilmente y ayuda con éxito en la curacioén de los tejidos
dafiados.
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CAPITULO IV: OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar el potencial regenerativo y proliferativo de un gel de plasma rico en

plaquetas con células epiteliales humanas de amnios (hAEC) in vitro.

4.2 OBJETIVO ESPECIFICO

1.

Aislar, caracterizar y mantener las hAEC.

2. Evaluar el efecto anti - proliferativo in vitro de hAEC sobre PBMC.
3.
4

. Evaluar y cuantificar los factores de crecimiento liberados por el gel de

Evaluar el efecto proliferativo in vitro de hAEC sobre fibroblastos.

hAEC (EGF, PDGF, VEGF, TGF-B).
Demostrar el efecto regenerativo y no citotoxico del biocompuesto in-
vitro.

Demostrar el efecto proliferativo del biocompuesto in-vitro.

CAPITULO V: HIPOTESIS

Hai: El gel de hAEC y PRP presenta efectos regenerativos, inmunomoduladores y

proliferativos in vitro.
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CAPITULO VI: MATERIALES Y METODOS

6.1 DISENO METODOLOGICO
El planteamiento y desarrollo del estudio es de caracter experimental in

vitro, donde todos los resultados fueron refutados bajo técnicas y pruebas en

cultivo celular.

6.2 POBLACION Y MUESTRA
DONANTES: La donacién de membrana amnidtica se obtuvo de mujeres

de 18 a 35 afios de edad, programadas a un proceso de cesarea y que acepten

las condiciones del consentimiento informado aprobado.

CRITERIOS DE ELEGIBILIDAD
DONANTES:

MEMBRANA AMNIOTICA

Criterios de inclusion

1.

o M DN

6.
7.

Madre sana, mayor de dieciocho afios de edad, en pleno uso de sus
facultades mentales.

Embarazo sano y controlado por un periodo no menor a 6 meses.

Feto sano, sin patologia placentaria.

Parto por cesarea programada sin ruptura de bolsa.

Madre y feto libres de infecciones transmisibles (virales, bacterianas y
de otros microrganismos).

Consentimiento materno, médico y de un testigo.

Serologia del primer trimestre del embarazo negativa.

Criterios de exclusion

1.

Factores de riesgo presentes (bisexualidad, drogadiccion, tatuaje
realizado hace menos de 6 meses, promiscuidad sexual, antecedentes
carcelarios).

Portador de VIH, Hepatitis, Sifilis.

Infeccion materna cronica o aguda.
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4. Infeccidn fetal cronica o aguda.
5. Infeccion o inflamacién de las membranas fetales.

6. Proceso legal en curso.

FIBROBLASTOS DERMICOS HUMANOS Y PBMC

El donante y las células (fibroblastos, PBMC), serén obtenidas en procesos

previos del proyecto: FYNCIT 149-PNICP-PIAP-2015, siguiendo los criterios de

exclusion e inclusion.

Criterios de inclusion

1. Donante sano mayor de dieciocho afios de edad, en pleno uso de sus
facultades mentales.

Criterios de exclusion

1. Factores de riesgo presentes (drogadiccion, tatuaje realizado hace menos de 6
meses, promiscuidad sexual, privacion de la libertad).

2. Portador de VIH, Hepatitis, Sifilis.

3. Infeccion dérmica cronica o aguda.

6.3 PROCEDIMIENTO
6.3.1 AISLAMIENTO DE CELULAS

A. CULTIVO DE PBMC

Se tom6 20mL sangre de un donante y se diluyé (1:2) con medio RPMI-1640
suplementado con antibidtico, penicilina/estreptomicina/amikacina (PSA), y se
homogenizo por inversion. Luego se agregd cuidadosamente a un tubo Falcon que
contiene 10 mL de Histopaque (d=1.077 g/mL), y se centrifugd a 1800 rpm a
temperatura ambiente (TA) por 30 minutos. El anillo celular formado en la parte
intermedia se recuperd con una pipeta de transferencia estéril de 2 mL y se
traspasé a un tubo Falcon de 15 mL. Luego se lavo dos veces para retirar los
restos de Histopague, con RPMI P/S/A (Penicillin- Streptomycin-AmphotericinB)
a TA, centrifugando por 10 minutos a 2500 rpm. Se eliminé el sobrenadante

(SND) y se resuspendi6 el precipitado en 1mL de RPMI P/S a 4 — 8 °C, para luego
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sembrar en una proporcion de 1x10° células/cm? en un frasco de cultivo de 75
cm?,

B. OBTENCION DE FIBROBLASTOS DERMICOS

El tejido epidérmico fue obtenido bajo un proceso de donacion, de una biopsia de
piel de 6 mm?, de un paciente sano vardn de 35 afios de edad, en la sala de cirugia
del Hospital Cayetano Heredia, previa firma del consentimiento informado
derivado del proyecto FYNCIT 149-PNICP-PIAP-2015, y trasladado al
Laboratorio de Inmunologia LID-108 en solucién salina con 1% de PSA, previa
firma del consentimiento informado. La biopsia fue procesada dentro de las 2
primeras horas de obtencién. El tejido epidérmico fue colocado en una placa petri
estéril de 60 mm y se procedio a trozar en pedazos pequefios con la ayuda de
tijeras y pinzas. Luego los fragmentos se incubaron con colagenasa tipo | (2
mg/mL) durante 2 horas en agitacion constante a 37°C hasta que se digiera todo el
componente dérmico. Luego los componentes dérmicos no digeridos se
descartaron mediante el uso de filtros de 70 um. Se agregdé medio DMEM
10%SBF1%PSA (v:v) a la solucién con colagenasa filtrada y se centrifug6 a 1500
rpm por 10 minutos, se descartd el sobrenadante y el precipitado obtenido
(fibroblastos) se sembrd en frascos de cultivo de 25 cm? en una concentracion
aproximada de 5x10° células/mL, utilizando como medio de cultivo DMEM
10%SBF1%PSA.

C. OBTENCION DE CELULAS hAEC

C.1. OBTENCION DE MEMBRANA AMNIOTICA (MA):

El proceso de obtencion de la membrana amnidtica, como fuente de células
hAEC, se realizd bajo un proceso de donacion de mujeres entre 18 a 35 afios de
edad, programadas para parto por cesarea, de la Clinica Santa Isabel, previa firma
del consentimiento informado aprobado por el INSNSB, y excluidas de procesos
infecciosos como hepatitis B, hepatitis C, sifilis y virus de la inmunodeficiencia
humana (VIH).

La obtencion de la membrana amnibtica se realiz6 en la sala de parto y en

completa esterilidad. Luego del proceso de parto, se procedio a ingresar a sala y
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manipular la placenta, separando la membrana amni6tica de la membrana
coridnica mecénicamente con movimientos radiales. La membrana amnidtica
obtenida se coloco en un frasco de 250 mL con solucion salina balanceada de
Hanks (HBSS)+1%PSA, y luego se trasladd al Banco de Tejidos y Células del
INSNSB a 4°C conservando la esterilidad (Figura 1).

4— Cordén Umbilical
@" Membrana Amnidtica ———p @ —_—
Corién
Membrana Amniética

HBSS+PSA
4°C

@/ == . 5 5 Lavados

Corte Lavar la muestra
Lavado con PBS 1% antibiotico

09% CINa 09% CINa
4°C 4°C

Figura. 1. Obtencion de membrana amniética. Proceso de lavados y corte de la

membrana amniética con Cloruro de Calcio (CINa 0.9%).

C.2. AISLAMIENTO DE LAS CELULAS EPITELIALES AMNIOTICAS
HUMANAS (hAEC):

La extraccion de las células hAEC, se realiz6 en el Banco de Tejidos y Células del
INSNSB, el cual bajo donacién cedio las células para la realizacion del presente
estudio. Para la obtencién de las hAEC, se realiz6 todo el proceso en cabina de
flujo laminar, se lavd dos veces la MA con 0.9% CINa+1%PSA vy se transfirié a
una placa petri de 15 cm. Luego se cortdé en pequefios fragmentos de 3x3 cm

aproximadamente, descartando aquellos que presenten paquetes globulares.
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Figura 2. Aislamiento de células epiteliales amniédticas humanas (hAEC), mediante

el uso de enzimas digestivas como la Tripsina/EDTA 0.25%.

Luego se transfirid todos los fragmentos en frascos de cultivo de 75 cm? y se
agregd 30 mL de Tripsina/EDTA 0.25% (T/EDTA 0.25%), por 20 minutos en
agitacion constante a 37°C. Se retir0 el sobrenadante y se elimino el material no
digerido con filtros de 100 pum. Se repitié dos veces el mismo procedimiento, y se
centrifugd a 1500 rpm por 10 minutos. El precipitado se sembrd en frascos de
cultivo de 25 cm? con medio DMEM10%SBF1%PSA suplementando con 10
ng/mL de EGF y rotuladas como hAEC (Figura 2).

C.3. CARACTERIZACION DE LAS CELULAS EPITELIALES
AMNIOTICAS HUMANAS DE ACUERDO A LA SOCIEDAD
INTERNACIONAL DE TERAPIA CELULAR

Las células hAEC, se comportan como células madre expresando marcadores CD,
(cluster de diferenciacion) , caracteristicos en sus membranas celulares. Para el

andlisis de las hAEC, se considerd positivas a las muestras que expresen en su
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mayoria (>95%), CD73 y CD90 y en su minoria (<2%) CD 105, CD11b, CD3,
CD45 y HLA-DR.

Table 1. Phenotypic characteristics of amnion epithelial cells

Embryonic Markers  MSC markers Neuronal Markers Immune Markers
SSEA-1, SSEA-3, CD90, CD44, CD73, Nestin, musashi, MHC class 1,
SSEA-4, TRA 1-60. CD166, CD105, RC-1. vimentin, HLA-G

TRA 1-81. c-kit. CD29 A2BS5. MAP-2.

STRO-1, OCT-4, GFAP, CNPase,

GATA-4, nanog, MBP, B3-tubulin

SOX-2, PAX-6,

GCTM-2

Figura 3. Caracterizacion de las células epiteliales amni6ticas humanas (hAEC)
segun las normas internacionales de la sociedad de Terapia Celular. Tomado de:

Inflammation and Regeneration. Vol. 31 No. 3 May 2011

C.4. DIFERENCIACION OSTEOGENICA IN VITRO

Las células hAEC en pasaje 1, se sembraron en placas de cultivo de seis pocillos a
proporcion de 3000 células/cm?, con medio de cultivo DMEM
(10ng/mLEGF+10%SBF1%PSA), hasta que adquieran una confluencia del 80%.
Los cambios de medio se realizaron cada 2 dias. Luego se retir6 el medio de
cultivo y se reemplaz6 con 3 mL de medio diferenciador osteogénico
(Invitrogen/Gibco). Las células se cultivaron durante 2 semanas con el medio
osteogeénico, este medio se reemplazé dos veces por semana. Al final de la
segunda semana, la diferenciacion osteogénica se evalué por tincion con el

colorante Rojo de Alizarina.

C.5. DIFERENCIACION ADIPOGENICA IN VITRO

Las células hAEC en pasaje 1, se sembraron en placas de cultivo de seis pocillos
en proporcion de 3000 células/cm? con medio de cultivo DMEM
(10ng/mLEGF+10%SBF1%PSA), hasta que adquieran una confluencia del 80%,
se realizo los cambios de medio cada 2 dias. Luego se retir6 el medio de cultivo y
se reemplazé por 3 mL del medio diferenciador adipogénico (Invitrogen/Gibco).

Las células se cultivaron durante 2 semanas con el medio osteogénico, este medio
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se reemplaz6 dos veces por semana. Al final de la segunda semana, la

diferenciacion osteogénica se evalud por tincion con el colorante Qil Red O.

Adherencia

/ R o

—> Citometria de flujo

‘ * 295%: HLA-G, CD73y Cd90
<2%: CD 105, CD11b, CD3, CD45 y HLA-DR
° ° (negative cocktail).
Diferenciacion celular

* osteogénico
adipogénico

Figura 4. Normas basicas para la caracterizacion de las células epiteliales

amnidticas humanas.

6.3.2 CURVA DE CRECIMIENTO CON HPL

Las células se sembraron en medios especificos enriquecidos con 5%, 10% y 20%
de lisado plaquetario humano (HPL), MC48h de hAEC, y como control de ensayo
SBF al 10%.

A. CURVA DE CRECIMIENTO DE hAEC

Las células hAEC en el pasaje 2, se sembraron por duplicado en placas de 48
pocillos en una proporcion de 10* células/pocillo, e incubadas a 37°C y 5%CO..
Las celulas hAEC fueron cultivadas con C: DMEM
10%SBF1%PSA+10ng/mLEGF, T2: DMEM 5%HPL1%PSA, T3: DMEM
10%HPL1%PSA y T4: DMEM 20%HPL1%PSA. Luego se tripsinizé6 con
T/EDTA, y se procedié a contar en camara de Neubauer. La evaluacion se realizd
durante 9 dias. EI namero medio de células se representd en funcién al tiempo de

cultivo (Figura 5).
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B. CURVA DE CRECIMIENTO DE FIBROBLASTOS

Los fibroblastos en el pasaje 3, fueron sembrados por duplicado en placas de 48
pocillos en una proporcion de 10* células/pocillo, e incubados a 37°C y 5%COs..
Los fibroblastos fueron cultivados con T1: DMEM 10%SBF1%PSA, T2: DMEM
5%HPL1%PSA, T3: DMEM 10%HPL1%PSA, T4: DMEM 20%HPL1%PSA y
T5: MC48h de AEC. Luego se tripsinizdé con T/EDTA, y se procedié a contar en
camara de Neubauer. La evaluacion se realizé durante 9 dias. EI nimero medio de

células se representd en funcion al tiempo de cultivo. (Figura 5).

hAEC/Fibroblastos

« [OOO000
- | OOOO00
- | 00000
el |[OOOO00

SBF HPL5%  HPL10% HPL20%

10"cell/pocillo

Figura 5. Esquema de ensayo de curva de crecimiento de los fibroblastos y las
hAEC, usando como control al SBF10%, y lisado plaguetario humano (HPL) a

concentraciones de 5%, 10% y 20%.

6.3.3 ENSAYO DE DOBLE PROLIFERACION

Los fibroblastos, se sembraron en frascos de 25 cm? a concentraciones de 5x10°
células/mL, y se us6 con Tl: DMEM 10%SBF1%PSA, T2: DMEM
5%HPL1%PSA, T3: DMEM 10%HPL1%PSA, T4: DMEM 20%HPL1%PSA vy
T5: MC48h de hAEC. Se realizd los cambios de medio cada 2 dias, hasta que
alcanzé la confluencia de 90 a 100%. La doble poblacion se obtuvo mediante la

formula DPT = H*In2/In(c2-c1), donde c2 es el nimero de células obtenidas, c1 el
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namero de células sembradas, H las horas que se alcanz6 la méxima confluencia

(Figura 6).

OO0
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Figura 6. Esquema del ensayo de doble proliferacion en el tiempo. Funcién

logaritmica de las horas de proliferacidn de los fibroblastos, usando los inductores

de crecimiento SBF10% y HPL (5%,

6.3.4 ENSAYO DE PROLIFERACION CON MTT

A. USO DE MEDIO CONDICIONADO

A.1. OBTENCION DE MEDIOS CONDICIONADOS DE CELULAS hAEC:
Las hAEC se cultivaron en frascos de 75 cm? en medio DMEM (10ng/mL
EGF+10%SBF1%PSA) por 3 dias hasta que alcanzd la confluencia del 70%.

10% y 20%)

Luego se retiro el medio, se lavo dos veces con 2 mL PBS estéril, y se agrego 8
mL de medio DMEM1%PSA. Los medios condicionados (MC), se retiraron a las

48h (MC) centrifugados a 10000 g por 10 minutos, el medio sobrenadante fue

filtrado a través de un poro de 0.2 um y congelado a -30°C hasta su uso (Figura

7A).
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A.2. FIBROBLASTOS DERMICOS:

Los fibroblastos dérmicos, se sembraron en placas de 96 pocillos, por triplicado, a
una densidad de 10* células/pocillo. Como  control  positivo
CP(fibroblastos+DMEM 10%SBF+1%PSA), control negativo
CN(fibroblastos+tRPMI+1%PSA), como ensayos T1(fibroblastos+MC48h),
T2(fibroblastos+5%HPL) y T3(fibroblastos+10%HPL). La proliferacion celular
se evalu6 por 4 dias cada 24h. Luego el medio condicionado liberado por cada
pocillo se incub6 por 4 h con 20 pL de MTT (5 mg/mL) (bromuro de 3- (4,5 -
dimetiltiazol - 2 - il) - 2,5 — difeniltetrazolio). Los cristales se disolvieron con 100
WL de formol/HCL vy se realizd la lectura a 450 nm y factor de correccién de 578
nm de absorbancia mediante un lector de ELISA (Figura 7B).

B. CO-CULTIVO CON CELULAS hAEC

B.1. CO-CULTIVO hAEC-FIBROBLASTOS:

Para evaluar el efecto proliferativo de las células hAEC sobre los fibroblastos
dérmicos, las hAEC se sembraron en placas de 96 pocillos a una concentracion de
10%*células/pozo. Luego de 2 horas de incubacion se sembraron los fibroblastos a
una concentracién de 10°células/pozo e incubadas durante 24, 48, 72y 96 h a
37°C 'y 5% CO2. Se us6 como control positivo CP
(fibroblastos+ DMEM+10%SBF) y como control negativo CN
(fibroblastos+RPMI). El efecto proliferativo de los fibroblastos dérmicos se
determiné mediante incubacion por 4 h del sobrenadante con MTT 5 mg/mL
(bromuro de 3- (4,5 - dimetiltiazol - 2 - il) - 2,5 — difeniltetrazolio). Después de
este tiempo se disolvieron los cristales de formazan con 100 pL de formol/HCL y
se realizé la lectura a 450 nm con factor de correccion de 578 nm de absorbancia,
mediante un lector de ELISA. El indice de proliferacion se calculé usando la
siguiente formula: OD (hEAC+fibroblastos+estimulador) - OD (hAEC) / OD
(fibroblastos) (Figura 7C).
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B.2. CO-CULTIVO hAEC-PBMC:

Para evaluar el efecto anti proliferativo de las células hAEC sobre las PBMC, las
hAEC se sembraron en placas de 96 pocillos a una concentracion de 10*
células/pozo. Luego de 2 horas de incubacion se sembraron los PBMC a una
concentracion de 2x108 células/pozo e incubadas durante 24, 48, 72y 96 h a 37°C
y 5% CO,. Se us6 como control positivo CP (PBMC+DMEM) y control negativo
CN (PBMC+RMPI+10%SBF+1%PSA). El efecto proliferativo de las PBMC se
determiné mediante la incubacion por 4h con 20uL de MTT (5 mg/mL) (bromuro
de 3- (4,5 - dimetiltiazol - 2 - il) - 2,5 — difeniltetrazolio). Los cristales se
disolvieron con 100 pL de formazéan o formol/HCI y se realiz6 la lectura a 450 nm
y factor de correccion de 578 nm de absorbancia mediante un lector de ELISA. El
indice de proliferacion se calculdé wusando la siguiente formula: OD
(hEAC+fibroblastos) / OD (CN) (Figura 7C).

A. OBTENCION MC B. PROLIFERACION CON MC

Mc: 48h

— RetirarMC
| E—

Fibroblastos

hAEC

CP(fibroblastos+DMEM 10%SBF+1%PSA)
CN(fibroblastos+RPMI+1%PSA),
T1(fibroblastos+MC48h)

EGF T2(fibroblastos+5%HPL)
ELISA E FGF T3(fibroblastos+10%HPL)
VEGF
IP= OD (hEAC+fibr } - OD (hEAC)
0D (fibroblastos)
C. CO-CULTIVO

\M CP (fibroblastos+DMEM+10%SBF)
CN (fibroblastos+RPMI)
1x10°ellvell(fibroblastos)
% G

hAEC

CP (PBMC+DMEM)
CN (PBMC+RPMI)

1x10cellivell 24,48,72,96h

Figura 7. A. Obtencién de medio condicionado (MC48h) de las células hAEC. B.
Ensayo de proliferacion de fibroblastos con medio condicionado 48h de hAEC
(MChAEC). C. Ensayo de proliferacion mediante el co-cultivo de las hAEC —

fibroblastos y hAEC — PBMC.
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6.3.5 ENSAYO DE MIGRACION CELULAR

Los fibroblastos fueron sembrados en placas de 12 pocillos en concentracion de
5x10° células/cm?, por triplicado e incubados a 37°C con 5% CO; hasta que
alcanzaron la confluencia del 80%. Luego se retird el medio y se realizd un
raspado con una punta (Tip) en la parte central del pozo para desprender las
células, generando un espacio fisico entre los fibroblastos en los pocillos, y
finalmente se realiz6 dos lavados con PBS 1X, para retirar las células
desprendidas. Se trabajd con 4 grupos, se us6 como control negativo
CN(fibroblastos+RMPI), control positivo CP (fibroblastos +DMEM+10%SBF),
T1 (fibroblastos+MC48h), T2 (fibroblastostDMEM+5%HPL), T3 (fibroblastos
+DMEM+10%HPL) y T4 (fibroblastostDMEM+20%HPL). La evaluacion se
realizé cada 24 h a través de fotografias para realizar la medicion de la migracion
celular a través del cierre del espacio fisico generado en el tiempo (Figura 8).

FIBROBLASTQOS (RPMI)

5x10° cellicm?
placa de 12 pocillos cp

(DMEM+10%SBF)

T1
(MC48h)

T2,T3,T4
DVIEM+ HPL5%
DMEM+ HPL10%
DMEM+ HPL20%

cierra atraves del tiempo

Figura 8. Ensayo de migracion celular de fibroblastos versus el tiempo de cierre,
expresado en horas. Se us6 como inductores medio condicionado de hAEC a las 48h
(MC48h), SBF10%, HPL (5%, 10% y 20%).
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6.3.6 PREPARACION DE GEL PLAQUETARIO

A. OBTENCION DE PLAQUETAS POR AFERESIS:

Las muestras de plaquetas que se utilizaron en este ensayo fueron obtenidas bajo
un proceso de donacion bajo la firma de un consentimiento informado y de
acuerdo a criterios de inclusion establecidos en un centro de hemoterapia tipo Il
(HIMATEC). Se tom6 400 mL de un donante del grupo sanguineo tipo O, de 18 a
35 afios edad, en un sistema automatizado. Para los controles se realizo el

recuento de plaquetas, leucocitos y control microbiolégico.

B. PREPARACION DE LISADO PLAQUETARIO HUMANO

Las plaquetas obtenidas por aféresis grupo sanguineo O, de 3 donantes fueron
sometidos a un proceso de choque térmico (-70°C y 37°C) dos veces. Se realizo
un pool y se centrifugd a 1400 rpm por 10 minutos para eliminar los restos
celulares, y el sobrenadante se homogenizé V: V con suero AB, para disminuir la

antigenicidad, y se conservo a -20°C hasta su uso.

C. PREPARACION DEL BIOCOMPUESTO

Se descongelaron las plaquetas a 37°C en bafio maria, y se agrego en proporciones
de 75%, con 10% de CaCly, 1% de &cido tranexamico y 14% de hAEC, a una
proporcion de 10* — 10° células/cm?. Luego se incubd a 37°C por 30 — 60 min

hasta que se solidifique el gel a 37°C y 5% CO..

75% de plaguetas

10% CacCl;

1% acido tranexamico

14% hAEC -
E =

Figura 9. Preparacion del biocompuesto usando plaquetas (plaguetaféresis), como
activador Cloruro de calcio (CaCl.,), acido tranexamico como antifibrinolitico y
celulas hAEC.
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6.3.7 ENSAYOS DE AFINIDAD DEL BIOCOMPUESTO

A. CINETICA DE FACTORES DE CRECIMIENTO

Los factores de crecimiento que libera el biocompuesto fueron evaluados
mediante Kits de ELISA cuantitativo de los factores EGF, PDGF, VEGF, PGE y
TGF-B. Se prepararon los geles en una placa de 6 pocillos, respetando las
concentraciones establecidas, con la varianza en el nimero de células de hAEC
por cm? (10* — 10° células/cm?). Los medios condicionados y/o liquido exudado
liberado por cada biocompuesto cada 24 h durante 4 dias fueron recuperados y
congelados a -20°C hasta su uso. Luego se evalud, para determinar en base al

tiempo, la liberacion de factores de crecimiento (Figura 10).

ELISA

EGF

TGF-b

VEGF 24h 48h 72h 96h
PDGF

e N\
10°hAEC/cm’ Q Q Q Q
10*hAEC/cm’® Q Q Q Q

\_ )

3mL de plaquetas
400uLCaCl,

40uL acido tranexanico
560uL de suspencion celular

Figura 10. Cinética de factores de crecimiento liberados por el biocompuesto,
evaluado cada 24h durante 4 dias. La cuantificacion de los factores de crecimiento se
realiz6 mediante kits de ELISA R&D System.

B. ENSAYO CITOTOXICO POR CONTACTO Y MORFOLOGIA

Se cort6 1 x 1 cm? del biocompuesto formado con la mayor concentracion celular
(10° células/cm?) en condiciones estériles, y se coloco en placas de cultivo de 6
pocillos. Luego se agregd una suspension celular en promedio de 5x10°

fibroblastos/pocillo de placa. Se utiliz6 como control negativo (CN) fibroblastos
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sin gel plaquetario y como control positivo (CP) fibroblastos con una gasa
empapada en alcohol yodado. Las células se incubaron a 37°C, 5% de CO: hasta
que se alcanzaron la confluencia del 70%. La morfologia y la proliferacion celular
se observo durante el cultivo mediante microscopia invertida. Después de 48 h se
tripsinizé con tripsina — EDTA al 0,25% y se contd el nimero de células
utilizando una camara de recuento Neubauer. Todos los ensayos se realizaron por

triplicado y en paralelo (Figura 11).

\ J

CN: Fibroblastos CP: Alcohol yodado T: Gel 10°hAEC

Figura 11. Ensayo de citotéxidad del biocompuesto preparado con 10° hAEC. Se usé
como CN: Fibroblastos con medio DMEM+10%SBF. CP: Fibroblastos con gasa
embebida con alcohol yodado. T: Fibroblastos con Gel con 10°> hAEC.

C. ENSAYO DE VIABILIDAD CELULAR

La viabilidad celular de hAEC se determind mediante el ensayo colorimétrico
(MTT) que evalla la actividad mitocondrial de las células vivas.

El biocompuesto formado por 10° células/cm? se colocd en proporciones de 1x1
cm? en placas de cultivo de 12 pocillos en medio DMEM 10%SBF1%PSA
durante 24, 48, 72, 96 h a 37°C, 5% CO>. Luego los fibroblastos se sembraron en
una microplaca de 96 pocillos con una concentracion celular de 10 células/pozo y

50 uL del sobrenadante liberado cada 24 h por el biocompuesto. Se us6 como
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control positivo (CP) de citotoxicidad, alcohol yodado, mientras que las células
incubadas solo en medio de cultivo DMEM se utilizaron como control negativo
(CN). Después de 48 h de incubacién se determind el indice de proliferacion
mediante la incubacion por 4 h con 20 pL de MTT (5 mg/mL) (bromuro de 3- (4,5
- dimetiltiazol - 2 - il) - 2,5 — difeniltetrazolio) (Figura 12). Los cristales se
disolvieron con 100 pL de formazéan o formol/HCI y se realizd la lectura a 450 nm
y factor de correccion de 578 nm de absorbancia mediante un lector de ELISA. El
indice de proliferacion se calculdé usando la siguiente formula: OD
(hEAC+fibroblastos)/OD (CN).

A GEL PLAQUETARIO 10°hAEC/cny’
Ixlem?

B @@ @@@@ DMEM10%SBF1%PSA
HCO0000, o

o @@ @@@@ ——» Retirar sobrenadante gel de plaquetas hAEC
GO, | #

l Fibroblastos

24h

48h

72h

96h

B

TR

i cosssseosccc IR
N 0’0000 'e 00 0000 ah dosforonm
R cecsceetsess

CP CN SND GP DMEM

CP: fibros+Alcohol yodado
CN: fibros+DMEM
Blanco: DMEM

Figura 12. Ensayo de viabilidad celular. A. Obtencion de sobrenadantes liberados
por el biocompuesto 10° células hAEC, cada 24 h durante 4 dias. B. Ensayo de MTT
de fibroblastos con los sobrenadantes del biocompuesto. El anélisis se realizd

mediante la lectura de la absorbancia a 450/578 nm.



6.3.8 ANALISIS ESTADISTICO

Los valores se expresaron como media + DS (desviacion estandar). El andlisis
estadistico fue realizado con el software GRAPHPAD PRISM version 7. Las
comparaciones entre grupos fueron hechas por el analisis de varianza ANOVA
factorial. El test HSD de Tukey se utilizé para comparaciones multiples. Un valor
de probabilidad menor de 0,001 (p<0,001) fueron considerados estadisticamente

significativos.
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CAPITULO VII: RESULTADOS

7.1 OBTENCION DE FIBROBLASTOS DERMICOS

El cultivo primario de los fibroblastos dérmicos extraidos, presentaron la
caracteristica morfologia fusiforme y adherencia al plastico (Figura 13), con una
proliferacion del 70% dentro de las 48 h, y una doble proliferacién a través del
tiempo entre las 5 a 6 horas de cultivo, utilizando como medio DMEM
10%SBF1%PSA. La concentracion celular obtenida fue de 5x10° células/mL.
Todos los ensayos se trabajaron en pasaje 2 y los fibroblastos no utilizados se
criopreservaron en proporcion a 2x10° células/mL hasta su uso.

Figura 13. Fibroblastos en cultivo con medio DMEM 10%SBF1%PSA. Confluencia
del A: 40%20x, B: 60% 10x, C:80 a 90% 10x, D: Coloracion Giemsa 40x.
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7.2 AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE hAEC

Las células hAEC fueron extraidas de la membrana amniética, previa firma del
consentimiento informado, de partos por cesdreas programadas, mediante la
accién mecanica de separacion del tejido corionico, de forma radial en lo posible
sin fragmentarla.

En el proceso de aislamiento de las células hAEC de la membrana amnidtica,
resulté ser muy complejo en la estandarizacion de tiempos y uso de
concentraciones de enzimas digestivas. Se obtuvo una alta pureza y con una
concentracion entre 50 a 80x10° células/mL, mediante 2 procesos continuos de 20
minutos con T/EDTA (0.25%) a 37°C y 5% CO2, con una ligera agitacion
constante.

Figura 14. Células Epiteliales Amnioticas humanas adheridas al plastico,

confluencia del 80%. 10x

Las hAEC aisladas, son células medianas con abundante citoplasma, que
presentan una morfologia homogénea redondeada, ovalada (Figura 14), y con
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tendencia a formar colonias clonales en cultivos de baja densidad celular, entre 30
a 50 células/cm? con adherencia al plastico (Figura 15). Las células hAEC en el
transcurso de su cultivo, no requieren de ninguna célula alimentadora, feeder
layer, para su crecimiento, siendo el medio de cultivo adecuado, el medio DMEM
suplementado con 10% de SBF, y 10 ng/mL de EGF, factor de crecimiento que
induce la proliferacion celular de diferentes células epiteliales como
queratinocitos.

Figura 15. Células Epiteliales Amnioticas humanas formando colonias clonales. 40x

7.3 CARACTERIZACION DE hAEC

7.3.1. ADHERENCIA

Las células hAEC presentan una adherencia dentro de las 4 primeras horas de
cultivo, y luego de alcanzar la confluencia de 70 a 80%, se procedié a tripsinizar
con 0,25%, T/EDTA, con un tiempo promedio de desprendimiento celular que
oscila entre los 5 a 10 minutos, manteniendo su viabilidad (Figura 16).
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D

Figura 16. Células Epiteliales Amnioticas humanas. A: 10X. B: 40X. C: confluencia
de 80% 40X. D: Tincién con Giemsa

7.3.2. FENOTIPIFICACION

Las células hAEC en el pasaje 0 (P0) y 2 (P2), fueron analizadas por citometria de
flujo, especialmente para el panel de células madre mesenquimales CD73, CD90,
CD105, CD11b, CD3, CD45, HLA-DR. Todos los andlisis fueron realizados en el
equipo BD FACSCalibur™, usando el kit de mesénquimales Human MSC
Analysis Kit BD 562245, mediante el software BD FACSDIVA 8.0.1.
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Figura 17. Caracterizacion fenotipica de las células Epiteliales Amniédticas humanas,
mediante la citometria de flujo. A. Anélisis de CD90 en POy P2. B. Analisis de
CD105, CD73, CD34, CD11b, CD19, CD45 PE y HLA-DR (Cocktail negativo) en P2.

Las hAEC expresan consistentemente CD73 en ambos pasajes PO (97.1%) y P2
(98.9%), con respecto al CD90, en el PO expresan 33.8% incrementando en el P2
(75.5%). La expresion de CD105 en PO (58.2%) y P2 (56.1) no tuvo variaciones
significativas entre los pasajes. Como reportes previos, las células hAEC no
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expresan CD34, CD11b, CD19, CD45 PE y HLA-DR (90.6%). Estos resultados
inmunofenotipicos segun la ISCT, indican que las hAEC analizadas se encuentran
dentro del grupo de las células madre mesénquimales y expresan los marcadores

necesarios para su caracterizacion (Figura 17).

7.3.3. DIFERENCIACION IN VITRO

Las hAEC son células pluripotentes y de origen embrionario, es decir se
encuentran en el linaje de las células troncales embrionarias humanas, que
presentan la propiedad de diferenciarse a cualquier linaje embrionario. La ISCT
considera actualmente la diferenciacion al menos a un linaje (osteogeénico,
adipogénico o condrogénico), como una caracteristica primordial para la
clasificacion de células madre. Para este proceso las hAEC fueron cultivadas en

medios especificos de los kits StemPro™ Adipogenesis & Osteogenesis
Differentiation Kit (A1007001/ A1007201 Gibco®, StemPro®).

Figura 18. Diferenciacion de las células Epiteliales Amnidticas humanas a
Adipocitos. A. Adipocitos B. Coloracion Oil Red O. 40x

La diferenciacion adipogénica de las células hAEC fue analizada por la tincién
con Oil Red O después de 14 dias, mostrando tincion positiva a células
redondeadas, adipociticas, algunas multivacuolares y/o con vacuolas lipidicas que

conforman el 95% de su citoplasma (Figura 18).
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El potencial de diferenciacién osteogénica de las hAEC fue examinado por la
presencia de calcificacion usando el colorante Rojo de Alizarina. En el proceso de
diferenciacion se observé depdsitos cristales de Ca*™* dentro de los 10 primeros

dias, evidenciando la predisposicion de las hAEC a diferenciarse a osteocitos
(Figura 19).

Figura 19. Diferenciacion de las células Epiteliales Amniéticas humanas a

Osteocitos. A. Osteocitos. B. Coloracidon Rojo de Alizarina. 40x

7.4 CURVA DE CRECIMIENTO CON HPL

7.4.1. FIBROBLASTOS

Los fibroblastos fueron sembrados en concentracion inicial de 1x10* células/mL e
incubados con sus respectivos inductores de crecimiento (SBF, MChAEC48h y
HPL) a 37°C y 5% CO,. La evaluacion se realizé durante 9 dias, mediante el
recuento celular en cdmara de Neubauer cada 24 h. Todos los ensayos fueron
comparados con el control, suero bovino fetal (SBF10%). Los resultados indican
que la proliferacion celular de los fibroblastos con los inductores plaquetarios
HPL (lisado plaguetario humano), presenta un crecimiento directamente
proporcional (DP) a su concentracion 5%, 10% y 20%. EI MC48 de hAEC no
presenta diferencia significativa con el control SBF10%, lo que indica que el
medio condicionado de las hAEC, liberan factores de crecimiento que permiten la
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proliferacion de fibroblastos con el mismo crecimiento exponencial que el control.
El analisis de los inductores plaquetarios del 5%, 10% y 20% HPL, presentan una
diferencia significativa a partir del dia 4 (p < 0.0001) con respecto al crecimiento
celular con SBF10%, indicando una elevada presencia de factores de crecimiento
liberados por los granulos alfa de las plaguetas que inducen a un mayor
crecimiento de los fibroblastos.

Los inductores SBF10% (6.667+0.577)x10%, 5%HPL (15+1)x10* y 10%HPL
(29.6+0.577)x10* llegan a su mayor densidad a partir del dia 5 de la curva de
crecimiento, e iniciando su declive a partir del dia 6. EI inductor 20%HPL

(64+2.828) x10* logré su maxima proliferacion en el dia 8 (Figura 20).

*kkX < 0,0001
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Figura 20. Curva de crecimiento de fibroblastos usando Medio Condicionado de
hAEC (MC48h), HPL (lisado plaquetario humano) 5%, 10% y 20%, Suero Bovino
Fetal (SBF10%0). Segun GraphPad Prism 7.0. ANOVA two-way. Tukey

comparaciones multiples p<0.0001.
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7.4.2. CELULAS EPITELIALES AMNIOTICAS HUMANAS

Las células hAEC fueron sembradas en wuna concentracion inicial de
1x10%células/mL e incubados con sus respectivos inductores de crecimiento
(SBF10%, 5% y 10% HPL) a 37°C y 5%CO: durante 9 dias. La induccion con el
HPL 5% (11+1.414x10%) y 10% (8.5+0.707x10%) presentan diferencia
significativa (p < 0.0001) con respecto al control SBF10% (6.5+0.707x10%) solo
en el dia 3 de crecimiento. Los inductores SBF10% (11x10%) y HPL10% (10x10%)
presentan una mayor densidad a partir del dia 4 hasta el dia 6. El inductor de
crecimiento 5%HPL (11.5+0.707x10%) expresa un declive a partir del dia 4. Las
hAEC presentan un crecimiento lento con respecto al ensayo realizado con los
fibroblastos (Figura 21).
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Figura 21. Curva de crecimiento de hAEC usando HPL (lisado plaquetario humano)
5%, 10% y Suero Bovino Fetal (SBF10%0). Segin GraphPad Prism 7.0. ANOVA

two-way. Tukey comparaciones multiples p<0.0001.
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7.5 ENSAYO DE DOBLE PROLIFERACION

El ensayo de doble proliferacion mide el tiempo en el cual los fibroblastos logran
alcanzar el doble de su poblacién inicial, en una escala logaritmica. Se observo
que los fibroblastos inducidos a proliferacién con HPL a 10% y 20% presentan
una conformacién mas delgada, casi lineal, con respecto a la forma fusiforme que
se observa en MC48h y el control SBF10% (Figura 22).

La doble proliferacion celular de los inductores de crecimiento en estudio, HPL
(5%, 10% y 20%), expresan una mayor diferencia significativa (p < 0.0001) con
respecto al SBF10%, que obtiene su doble poblacion a las 5.08+0.269 horas de
cultivo. El tiempo de proliferacion entre las concentraciones de HPL, presentan
una relacién inversamente proporcional (IP) con respecto a su concentracion,
5%HPL (3.68+0.181 horas), 10% HPL(3.59+0.159 horas) y 20% HPL
(2.33+£0.054 horas). EI MC48h (5.86+0.288 horas) no presenta diferencia
significativa con respecto al SBF10% (Figura 23).
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Figura 22. Ensayo de Doble proliferacion en el tiempo de fibroblastos con los
respectivos inductores. Medio Condicionado de hAEC (MC48h), HPL (lisado
plaquetario humano) 5% y 10%, SBF10%. 80 — 90% de confluencia celular. 10X.
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Figura 23. Ensayo de Doble proliferacion en el tiempo (h) de fibroblastos. Se us6
como inductores Medio Condicionado de hAEC (MC48h), HPL (lisado plaquetario
humano) 5%, 10% y 20%, SBF10%. ANOVA one-way. Tukey comparaciones
multiples p<0.0001.

7.6 ENSAYO DE PROLIFERACION CON MTT

7.6.1. USO DE MEDIO CONDICIONADO EN LA PROLIFERACION DE
FIBROBLASTOS DERMICOS

La obtencion del medio condicionado (MC) de las hAEC a las 48h, no presentd
ningun inductor de crecimiento externo (SBF y HPL), solo antibiotico y medio
DMEM. En el MC las células hAEC liberan por procesos metabdlicos y mitoticos,
factores de crecimiento y moduladores inmunoldgicos, que colaboran con la
proliferacién y crecimiento celular.

Los resultados de los indices de proliferacion de los fibroblastos con MTT se
realizaron por triplicado, y se tom6 como control al SBF10% (1), estos indican
que no existen diferencias significativas entre el SBF10%, MC48h
(1.105+0.1842) y HPL5% (1.218+0.2298). EIl inductor de crecimiento HPL10%
(1.281+£0.0224) presentan diferencia significativa (p=0.0351) con respecto al
SBF10%.
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Figura 24. Proliferacion con MTT usando Medio Condicionado de hAEC (MC48h),
HPL (lisado plaquetario humano) 5%, 10% y 20%. CP: LPS (lipolisacarido). CN:
Medio DMEM. Segun GraphPad Prism 7.0. ANOVA one-way. Tukey

comparaciones multiples p<0.0001.

La concentracion de HPL20% (1.537+0.1213) presenta un mayor proliferacion de
fibroblastos con una diferencia significativa (p<0.0001) comparados con el
control SBF10%. Estos resultados nos indican que la concentracién de MC48h,
HPL5%, HPL10% y 20% representan un buen inductor proliferativo sobre los
fibroblastos, lo cual servirian como reemplazo alogénico al uso de SBF10%

xenogeénico (Figura 24).
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7.6.2. PROLIFERACION DE PBMC Y FIBROBLASTOS DERMICOS
(CO— CULTIVOS)

A. PBMC

El co-cultivo de las células hAEC con las PBMC, se realiz6 con la finalidad de
determinar si las hAEC presentan efectos anti proliferativos con respecto a las
PBMC. Los resultados estadisticos indican que existe una disminucion en la
proliferacion de las PBMC+hAEC (4.488+1.940), pero no significativos
comparados con PBMC+RPMI+SBF10% (4.632+0.9741) (Figura 25).
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Figura 25. Co-cultivo de hAEC con PBMC. CN: medio RPMI. PBMC: PBMC con
medio RPMI SBF10%. Segun GraphPad Prism 7.0. ANOVA one-way. Tukey

comparaciones multiples p<0.0001

B. FIBROBLASTOS

Los fibroblastos y las hAEC se co — cultivaron. Los fibroblastos en contacto
celular con hAEC (0.9816+0.1331) proliferan en proporciones no significativas
con respecto al indice de proliferacion del control, fibroblastos con SBF10%. Lo
que indica que para los fibroblastos no es indispensable el contacto directo con las
células hAEC para inducir su proliferacion, pero si el metabolismo de los factores

de crecimiento que son liberados por las células hAEC, como se indica en los
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resultados obtenidos en la curva de crecimiento y proliferacion celular (Figura
26).

Il hAEC+F
SBF10%+F

INDICE DE PROLIFERACION

Figura 26. Co-cultivo de hAEC con FIBROBLASTOS. CN: medio DMEM. Células
hAEC co — cultivadas con Fibroblastos y como control de indice proliferacién
fibroblastos cultivados con medio DMEM con 10% SBF. Segun GraphPad Prism
7.0. ANOVA one-way. Tukey comparaciones multiples p<0.0001

7.7 ENSAYO DE MIGRACION CELULAR

El ensayo de migracion celular se realizé para simular in vitro la accion de los
fibroblastos en el cierre de una herida in vivo. El raspado realizado para todos los
ensayos fue de 1.5 mm de longitud, aproximadamente, a lo largo del diametro de
la placa de cultivo de 12 pocillos. Los resultados de migracion celular de los
fibroblastos obtenidos con las concentraciones de HPL5% y 10% muestran un
cierre parcial a las 24h de cultivo, siendo el cierre total a las 48h de cultivo. La
concentracion de HPL 20% presenta un cierre total a las 24 h, corroborando en
todas las concentraciones de lisado plaquetario humano (HPL) una alta capacidad
regenerativa y proliferativa in vitro sobre los fibroblastos. Con respecto al MC48h
de hAEC, no presenta efectos migratorios sobre los fibroblastos, pero si

mantienen la viabilidad celular durante todo el ensayo (96 h), con respecto al
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grupo CN (medio DMEM sin ningln inductor), que se observé a las 48 h

desprendimiento y muerte celular (Figura 27 - 29).
DIAO 24h 48h

B%HPL 5%HPL

10%HPL 10%HPL lO%HPL

20%HPL 20%HPL e 20%HPL

10%SBF 10%SBF 10%SBF

Figura 27. Ensayo de migracion celular de fibroblastos dérmicos. Inductores de
migracion suero bovino fetal al 10% (SBF10%), Lisado Plaquetario Humano (HPL)
al 5%, 10% y 20%. Analisis fotografico cada 24 h.
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CN SBF10%

Figura 28. Ensayo de migracion celular de fibroblastos dérmicos. Inductores de
migracion CN: Medio RMPI. Suero Bovino Fetal al 10% (SBF10%). Andlisis
fotogréafico cada 24 h.
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Figura 29. Ensayo de migracion celular de fibroblastos dérmicos. Inductores de
migracion: MC: Medio condicionado de hAEC 48h y HPL5%/10%: Lisado
Plaquetario Humano (HPL) 5%y 10%. Analisis fotogréafico cada 24 h.

7.8 PREPARACION DE GEL PLAQUETARIO O BIOCOMPUESTO

El biocompuesto presenta dos componentes principales, las plaquetas
(1500plg/mL) a una concentracion, del volumen total, de 75% porque es la matriz
y/o andamio bioldgico, que va sostener el crecimiento de las hAEC, las cuales se
trabajaron en proporciones por cm? y en dos concentraciones celulares de hAEC,

10* — 10° células/cm?. Se usé como agente activador de fibrina al cloruro de Ca**
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al 2%, en una proporcion establecida de 10%, del volumen total, que permiti6 una
gelificacion répida a los 30 minutos a 37°C. Debido a que los geles se evaluarian
por un periodo largo de 4 dias, sin solucién liquida y/o medio, se agregd 1% de
Antifibrinolitico (Ac. Tranexamico), lo cual nos permiti6 mantener una
gelificacion, elasticidad y flexibilidad hasta la evaluacion final a las 96h. Los
componentes establecidos en base a sus proporciones, permitieron una mejor

consistencia del gel a través del tiempo.

7.9 ENSAYOS DE AFINIDAD DEL BIOCOMPUESTO

7.9.1. CINETICA DE FACTORES DE CRECIMIENTO

Los geles plaquetarios se incubaron a 37°C por 24, 48, 72 y 96 h. Los
sobrenadantes liberados por cada gel fueron alicuotados en viales de 1mL y se
congelaron inmediatamente a -20°C hasta su uso. La concentracion (pg/mL) de
los principales factores implicados en la regeneracion de tejidos se midieron
mediante el uso de los kits cuantitativos de ELISA R&D System de EGF, PGE,
TGF-B, PDGF y VEGF. El ensayo fue realizado con el biocompuesto formado
con 10°%células/cm? de hAEC con la finalidad de evaluar cuanto es la maxima
concentracion de factores de crecimiento liberados por los biocompuesto en
estudio. Los resultados indican unos picos maximos de concentracion de PGE2
(4393+729.4 pg/mL) y PDGF (3651+881.5 pg/mL) significativamente mayores a
los niveles de EGF (683.6+462.2 pg/mL) (p<0.0001), VEGF (389+67.66 pg/mL)
(p<0.0001) y TGF-B (1611+68.47 pg/mL) (p=0.002). La presencia de estos
factores de crecimiento en el biocompuesto, validan la hipotesis del estudio y su
capacidad regenerativa a nivel tisular, mediante la produccidén de nuevos vasos
sanguineos por la induccion de TGF-B y VEGF, asi como la proliferacion de
queratinocitos mediante el EGF vy la proliferacion de fibroblastos por medio del

PDGF, que inducen a la formacion de colageno (Figura 30A).
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Figura 30. Cinética de factores de crecimiento total. A: Factores de crecimiento
liberados por el Biocompuesto con 10°células/cm?. B: Datos individuales de la
cinética de liberacion de los factores de crecimiento a través del tiempo 24h, 48h,
72h'y 96h. Segun GraphPad Prism 7.0. ANOVA two - way. Tukey comparaciones
multiples p<0.0001.
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El analisis de los factores de crecimiento liberados por el biocompuesto a través
del tiempo, presentan una cinética estable y directamente proporcional al tiempo
para VEGF, PDGF y PGE2 (Figura 30B), no siendo asi para el EGF que presenta
una relacion inversamente proporcional. Los valores de TGF-B se mantienen

constantes (Tabla 1).

EGF VEGF TGF-B PDGF PGE2

24H | 1368,5+58,6 3128+17,1 1512+325 2966,5 + 61,5 3379,7 £ 45,6
48H 432 £15,5 3529+11,3 1669 26,8 3124 +£16,9 4903,2 + 23,6
72H | 552.5+16,2 432,4+559 1637 +53,7 3605 + 64,3 4905 £ 7.07

96H | 381,5+134 4579+535 1626 +56,5 4909 + 33,9 4419,5+ 30,4

Tablal. Cinética de factores de crecimiento liberados a través del tiempo (24h,
48h, 72h y 96h). Segun GraphPad Prism 7.0. ANOVA two-way. Tukey

comparaciones multiples p<0.0001.

A. FACTOR DE CRECIMIENTO VASCULAR ENDOTELIAL (VEGF)

El VEGF es un factor importante en el proceso de angiogénesis, y en la formacion
de nuevos vasos, en zonas donde la falta de irrigacion sanguinea es el primordial
problema para la reparacion y cicatrizacion de las heridas. Los resultados
muestran que el biocompuesto con 10° células/cm? (389+67.66 pg/mL) libera
mayor cantidad de factores que el biocompuesto con 10* células/cm? (132.5+45.12
pg/mL) p<0.0001, asi mismo ambos biocompuestos presentan una mayor
concentracion que el gel de plaquetas (38.25+24.25 pg/mL) p<0.0001, lo que
indica que las hAEC influyen directamente en la mayor liberacion de VEGF.
(Figura 31). Los valores de MC hAEC 48h, no expresaron valores representativos

para este factor de crecimiento.
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Figura 31. Cinética de factores de crecimiento vascular endotelial (VEGF) liberados
por el Biocompuesto con 10° células/cm?, 10 células/cm? y gel de solo plaquetas.
Como control negativo, gel de plasma. Segin GraphPad Prism 7.0. ANOVA two -

way . Tukey comparaciones multiples p<0.0001.

B. FACTOR DE CRECIMIENTO TRANSFORMANTE BETA (TGFp1)

El TGF-B1 es un factor de crecimiento primordial en la formacion de neovasos, y
participa en las tres primeras etapas de la cicatrizacion tisular (homeostasis,
inflamacion y proliferacion/reparacion), asi como la reepitelizacion de
queratinocitos e inmunomodulador de la respuesta inmune frente a rechazo. El
biocompuesto formado por 10°células/cm? (1612+84.85 pg/mL), libera la mayor
cantidad del factor TGF-B1, comparado con los otros biocompuesto en analisis
p<0.0001. El biocompuesto formado por 10%células/cm? de hAEC (1190+33.23
pg/mL) no presentan ninguna diferencia significativa con respecto al gel de
plaquetas (1142+27.58 pg/mL) p<0.0001. Las células hAEC liberan durante las
primeras 48h, TGF-p como parte de sus procesos metabolicos (972.5£140 pg/mL)
(figura 32), en menor proporcion que los biocompuestos, lo que indica que la
sinergia de los componentes (células hAEC vy plaquetas), expresan valores

significativos para el tratamiento de dafios tisulares.
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Figura 32. Cinética de factores de crecimiento transformante f (TGF-p) liberados
por el Biocompuesto con 10° células/cm?, 10* células/cm? y solo plaquetas. Como
control negativo gel de plasma. Segun GraphPad Prism 7.0. ANOVA two - way .

Tukey comparaciones multiples p<0.0001.

C. FACTOR DE CRECIMIENTO EPIDERMAL (EGF)

El EGF es un factor que interviene en la proliferacion de uno de los principales
componentes dérmicos, las células epiteliales como queratinocitos influenciado en
su reepitelizaciéon. Los resultados indican que el gel de plaquetas (2714+1861
pg/mL) libera una mayor concentracion de EGF con respecto a los biocompuestos
formados p<0.0001. Asi mismo el analisis entre los biocompuestos, muestran una
mayor concentracion en el biocompuesto formado por 10%células/cm?
(1964+114.2 pg/mL). Los resultados de EGF, expresan una relacion inversamente
proporcional al numero de células y al tiempo (horas) de analisis de los
biocompuestos, debido a que las células hAEC necesitan indispensablemente de
este factor como inductor de crecimiento y proliferacion, lo cual explica los bajos
niveles de EGF en el biocompuesto con 10°células/cm? (683+462.2 pg/mL)
(Figura 33).
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Figura 33. Cinética del factor de crecimiento Epidermal (EGF) liberados por el
Biocompuesto con 10°células/cm?, 10*células/cm? y gel solo plaquetas. Como control
negativo gel de plasma. Segun GraphPad Prism 7.0. ANOVA two - way. Tukey

comparaciones multiples p<0.0001.

D. FACTOR DE CRECIMIENTO DERIVADO DE PLAQUETAS (PDGF)

El PDGF es un factor que interviene en la proliferacion de fibroblastos, asi como
en el proceso inflamatorio, neovascularizacion de la cicatrizacion de heridas. Los
resultados no presentan ninguna diferencia significativa entre el biocompuesto
con 10° células/cm?® (3018+94.75 pg/mL) y 10* células/cm? (3284.25+66.47
pg/mL) en comparacion con el gel de plaquetas (3179+79.9 pg/mL). Sin embargo,
los exudados liberados por los geles (biocompuesto y plaquetas), presentan una
concentracion significativamente mayor que el MC48 de hAEC (2348+217.4
pg/mL) p<0.0001 (figura 34). No se observa ninguna influencia de las hAEC

sobre la liberacion de PDGF del biocompuesto.
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Figura 34. Cinética del factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF)
liberados por el Biocompuesto con 10°células/cm?, 10*células/cm? y gel solo
plaguetas. Como control negativo gel de plasma. Segiin GraphPad Prism 7.0.

ANOVA two - way. Tukey comparaciones maltiples p<0.0001.

E. PROSTAGLANDINA E2 (PGE2)

El PGE2 es una citoquina inflamatoria, que en el biocompuesto con 10°
células/cm? se expresa en concentraciones directamente proporcionales (DP) con
respecto al tiempo, alcanzando su maxima concentracion dentro de las 48 y 72h
(4900+254.5 pg/mL) (Figura 35).

Los niveles de PGE2 en el biocompuesto formado con 10° células/cm?
(4393+729.4 pg/mL) presentan diferencia significativas mayores con respecto al
gel de plaquetas (1550+70.71 pg/mL) y gel de plasma (1050+212.1 pg//mL)
p<0.0001 (Figura 36), lo que implica directamente a las células hAEC en la
produccién y liberacion de PGEZ2, para regular el sistema inmune, lo cual
representa un gran valor clinico en el uso de componentes alogénicos y ectdpicos

en la reparacion de tejidos dafiados.
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Figura 35. Cinética Prostaglandina E2 (PGEZ2) liberados por el Biocompuesto
con 10°células/cm? durante 24, 48, 72 y 96h. Segiin GraphPad Prism 7.0.
ANOVA one-way. Tukey comparaciones multiples p<0.0001.
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Figura 36. Cinética del factor de crecimiento de Prostaglandina E2 (PGE2)
liberados por el Biocompuesto con 10°células/cm?, gel de plaquetas y como
control negativo gel de plasma. Segun GraphPad Prism 7.0. ANOVA one-way.
Tukey comparaciones multiples p<0.0001.
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7.9.2.ENSAYO DE CITOTOXICIDAD POR CONTACTO

Para evaluar y simular in vitro el efecto citotoxico y/o viabilidad de las células
al contacto con el biocompuesto a través del tiempo (48h), se analizé la accion
citotdxica y antiproliferativa del biocompuesto sobre los fibroblastos dérmicos.
Se trabajo con una concentracion inicial de 5x10* células/mL fibroblastos y
luego de 48 h de incubacion con los inductores, se procedié a tripsinizar y contar
el nimero celular mediante la cdmara de Neubauer. Todos los ensayos fueron
por triplicado. El biocompuesto formado con 10° célulassrmL hAEC
(63.5+1.290x10* células/mL) presenta una mayor proliferacion, con respecto al
CP (alcohol yodado) (8.01+1.636x10* células/mL) y a los fibroblastos inducidos
con SBF10% (20.08+6.125x10* células/mL) p<0.0001. Estos resultados indican
que el biocompuesto mejora la proliferacion de los fibroblastos en contacto,
duplicando los valores obtenidos con el control negativo en las primeras 48h de
cultivo (SBF10%) p<0.0001 (figura 37). Por lo tanto, el compuesto no presenta

accion citotoxica por contacto sobre los fibroblastos, sino proliferativa.
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Figura 37. Citotoxicidad por contacto. CP (SDS): gasa con alcohol yodado. CN
(SBF): Medio DMEM10%SBF1%PSA. Inicial: nimero de células iniciales de
cultivo 5x10*células/mL. Evaluacion por incubacion de 48h a 37°C, 5%CO,. Segln

GraphPad Prism 7.0. ANOVA two - way. Tukey comparaciones multiples p<0.0001.
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7.9.3. ENSAYO DE MTT

Los factores de crecimiento y productos metabdlicos liberados por los
biocompuestos a traves del tiempo (24, 48, 72 'y 96 h), fueron analizados sobre el
crecimiento de los fibroblastos, con la finalidad de analizar su efecto citotdxico.
Los indices de proliferacion del biocompuesto formado con 10° células/mL a las
24 h (9,955+0,94), 48h (8,848+1,14), 72h (8,942+0,53) y 96h (8,881+1,03),
presentan diferencias significativa p<0.0001 con respecto al control (alcohol
yodado) (3,2+0,42). Al analizar los indices de proliferacion obtenidos entre los
tiempos del biocompuesto con 10° células/mL, no se encontré diferencias
significativas, manteniendo una proliferacion de los fibroblastos constante. Los
indices a traves del tiempo del biocompuestos mantiene mayor proliferacion con
respecto a los fibroblastos inducidos con medio DMEM10%SBF (6,041+0,16)
p<0.0001 (Figura 38). En resumen el biocompuesto mejora la proliferacion de los
fibroblastos, y no presenta efecto citotoxico sino proliferativo sobre los

fibroblastos.
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Figura 38. Citotoxicidad de fibroblastos por liberacién de factores. CP (SDS):
alcohol yodado. CN: Medio DMEM10%SBF1%PSA. Inductores: Exudado
liberado por el Biocompuesto en el tiempo (24h, 48h, 72h y 96). Incubacion a
37°C y 5%CO; por 48h.
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CAPITULO VIII: DISCUSION

En nuestro pais los dafios tisulares generados por desérdenes metabdlicos como la
diabetes y otros factores como quemaduras y fracturas, entre otras dolencias,
presentan una elevada prevalencia sin discriminacion de edad o sexo®>°%, A nivel
mundial los tratamientos son generalmente costosos y estan basados en el uso de
apositos xenogénicos, alogénicos, autélogos y tratamientos con compuestos
sintéticos”), los cuales en su mayoria presentan un éxito moderado en el proceso
de regeneracion y/o cicatrizacion de la zona dafiada. La ingenieria de tejidos y el
cultivo celular han generado una gran expectativa terapéutica en la medicina
regenerativa. Desde el descubrimiento del uso de células madre mesenquimales, y
otros linajes celulares como fibroblastos, queratinocitos, melanocitos, etc, en
combinacion con una matriz biolégica y factores de crecimiento, forman
scaffolds, constructos o andamios biologicos que reemplazan al tejido dafado.
Los mayores inconvenientes implica buscar las fuentes bioldgicas con la mayor
obtencion de celulas viables, que tengan propiedades pluripotentes,
inmunoreguladoras y de facil acceso. En el uso convencional de células madre
troncales adultas, las fuentes mas usadas son tejido graso y médula espinal. Una
de las fuentes muy utilizada es el tejido extraembrionario, conformado por la
placenta, el cordon umbilical y las membranas fetales.

La membrana amnidtica ubicada en la cara de origen fetal, orientada hacia la
cavidad amnidtica de la placenta, es una membrana de 0.02 a 0.5 mm de grosor,
gque no presenta nervios, muasculos ni vasos sanguineos e inmunolégicamente
importante®. Para el presente trabajo, la obtencion de la membrana amniética
bajo el proceso de donacion, no tuvo complicaciones éticas, ya que al ser un
componente biologico que recubre la placenta, es un tejido de desecho en sala de
partos y no se tiene contacto directo con el neonato.

La membrana amnidtica posee una capa epitelial (epitelio amniotico) que esta
conformada por las células epiteliales amnioticas humanas (hAEC), que presentan
funciones secretoras y de transporte a nivel intracelular®”. La extraccion y
aislamiento de las hAEC es complicado, debido a la estructura histolégica interna
de la membrana amnidtica, siendo el principal componente contaminante las

células madre mesenquimales amnidticas (hAMSC) que se ubican en el
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mesodermo amnidtico®”®¥, El proceso de extraccion de hAEC con una alta
pureza celular, se estandarizd6 mediante dos procesos continuos de incubacion con
la enzima Tripsina — EDTA, a la concentracion de 0.25% por 20 minutos en cada
tiempo, con ligera agitacion constante. La concentracion celular extraida esta
entre los 50 a 80x10%células/mL, siendo dependiente del tamafio del tejido
amnidtico a usar. Las hAEC presentan un crecimiento lento y muy definido en su
morfologia, son celulas homogéneas redondeadas, de tamafio mediano con
abundante citoplasma, y con tendencia a formar colonias clonales en cultivos con
baja densidad celular. Las células hAEC fueron caracterizadas segin los
parametros establecidos por la ISCT para la caracterizacion de células madre,
adherencia, expresion de marcadores CD, y diferenciacion celular®®. Las hAEC
presentan una fuerte adherencia al plastico dentro de las 4 primeras horas de
cultivo. Con respecto a la caracterizacion fenotipica los analisis citométricos
fueron realizados en 2 tipos de pasajes PO y P2, expresando consistentemente
CD73 en ambos pasajes PO (97.1%) y P2 (98.9%), con respecto al CD90, en el PO
expresan 33.8% incrementando en el P2 (75.5%), aun no esta claro la
funcionalidad de este marcador celular, pero algunas literaturas difieren en su
expresion para las células hAEC. La expresion de CD105 en PO (58.2%) y P2
(56.1) no tuvo variaciones significativas entre los pasajes y expresion negativa
para CD34, CD11lb, CD19, CD45 PE y HLA-DR (90.6%). Un parametro
indispensable en toda célula madre es su capacidad de diferenciacién a otros
linajes, por tal motivo las hAEC se indujeron a diferenciacion osteogénica y
adipogenica logrando diferenciarse a adipocitos y osteocitos, dentro de los 14 y 10
dias de incubacidn con los inductores, respectivamente.

Los resultados corroboran la idea de que estamos frente a un nuevo grupo de
células madre de origen embrionario, capaces de diferenciarse a varios linajes, con
una alta poblacion celular en el proceso de extraccion y con capacidad
proliferativa, sin complicaciones éticas para su obtencion, por el uso de fetos o
embriones, ya que se obtiene de un producto de desecho del proceso de parto.
Otra importancia de las hAEC evaluadas en este estudio, es el medio
condicionado (MC), el cual es el producto metabdlico de un conjunto de células,

que durante su ciclo celular, crecimiento, liberan productos derivados, proteinas y
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factores de crecimiento, que pueden influenciar sobre la accion de otras células. El
medio condicionado derivado de las hAEC (MC48h), fue obtenido mediante el
cultivo de las células hAEC en medio DMEM1%PSA sin la presencia de SBF u
otro inductor de crecimiento, con la finalidad de evaluar el efecto proliferativo y
migratorio de los compuestos metabdlicos liberados por las hAEC sobre los
fibroblastos sin la accion de otros componentes externos. Con la misma finalidad
se evalué el lisado plaquetario humano (HPL), que a nivel internacional, se esta
estandarizando su uso como reemplazo del suero bovino fetal (SBF) de origen
xenogénico, en el cultivo de células humanas grado clinico con fines de terapia
celular, debido a la diversidad de factores que intervienen en la proliferacion,
crecimiento y adherencia celular®. Por tal motivo se obtuvo plaquetas
concentradas a 15000 plg/mL mediante una plaquetaféresis bajo un proceso de
donacidn, las cuales fueron lisadas por procesos continuos de shock térmico, que
permitieron romper las plaquetas y sus granulos a, para la liberacion de factores
de crecimiento. La concentracion de uso como inductores de crecimiento,
enriqueciendo los medios de cultivo, se trabajo en base a porcentajes del volumen
total (5%, 10% y 20%), presentando como control de ensayo al SBF10% como
Gold estandar.

Las concentraciones de HPL (5%, 10% y 20%) y MC48h como inductores de
crecimiento de fibroblastos fueron analizados en una curva de crecimiento,
indicando que los inductores de proliferacion que méas se asemejan al grupo
control SBF10% son los del MC48h y 5%HPL. En la curva exponencial se
observé un crecimiento lento hasta el dia 6 y luego un declive hacia el dia 9,
manteniendo la morfologia caracteristica de los fibroblastos. Estos inductores son
posibles candidatos para su uso en cultivos celular. Los inductores de HPL (5%,
10% y 20%) presentan una alta y rapida induccion de crecimiento celular,
directamente proporcional a las concentraciones de HPL. Las concentraciones de
10% y 20% presentan una marcada diferencia en la morfologia de los fibroblastos
con respecto al SBF. Con la finalidad de observar el efecto de lisado plaquetario
sobre la proliferacion de hAEC, se realizd una curva de crecimiento con los
inductores plaquetarios HPL5% y HPL10%, observando un crecimiento lento y

ninguna diferencia significativa con el grupo control SBF10%.
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Dentro de la diversidad de técnicas que nos permiten estandarizar el cultivo de
una linea celular con respecto a su confluencia y/o crecimiento, tenemos al DPT,
que nos permite determinar en qué tiempo las células duplican su poblacion bajo
una férmula matematica (logaritmica). Los resultados de DPT de los fibroblastos
segun los inductores en estudio (HPL, SBF, MChAEC), muestran al MC48h de
las hAEC como el inductor con mayor tiempo de DPT=5.86 h, comparado con el
control SBF10% (5.08 h) no mostrando diferencia significativa. Los inductores de
HPL, presentan un menor tiempo en relacién inversamente proporcional a sus
concentraciones 5% (3.68 h), 10%(3.59 h) y 20%(2.33 h) con respecto al control
SBF10%, demostrando la presencia de una mayor concentracion de factores de
crecimiento implicados directamente en la proliferacion de fibroblastos. La
concentracion de 5% de HPL y MC48h mantienen durante toda la evaluacion la
morfologia caracteristica de los fibroblastos, no siendo asi en las concentraciones
de 10 y 20% que alargan mas las celulas, pero presentan una proliferacion mayor.

La proliferacion de los fibroblastos, por medio de la técnica de MTT, bajo la
accion de los inductores en estudio, muestran que el HPL a concentraciones
minimas, 2.5% (datos no documentados), como al 5% inducen proliferacion, que
se hace significativa a partir del 10%HPL con respecto al control 10%SBF. El
MC48h induce proliferacion de los fibroblastos no significativamente mayor al
10%SBF, lo cual nos brinda una posibilidad de uso del MC48h de hAEC y
5%HPL como un potente inductor del crecimiento celular in vitro sin una
proliferacién exacerbada y semejante al control SBF10%.

Una de las técnicas que modela in vitro el dafio tisular que podria ocurrir in vivo,
es el ensayo de migracion celular, el cual consiste en raspar con la punta de un tip
un cultivo confluente de fibroblastos, para luego medir la rapidez con que migran
los fibroblastos y cierran la zona dafiada. Con respecto al efecto del medio
condicionado de las hAEC sobre los queratinocitos, permite su proliferacion
mediante la activacion de las vias de sefializacion ERK (extracellular signal-
regulated kinase) y JNK (c-Jun N-terminal kinase)®®. La migracion de los
fibroblastos, depende de la presencia de factores de crecimiento como PDGF,
TGF-B y factor de crecimiento fibroblastico (FGF)®". Los resultados fueron

positivos para HPL (5, 10 y 20%), presentando un tiempo de cierre dentro de las
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48h de cultivo. EI MC48h no present6 induccién migratoria celular, debido a los
bajos niveles de PDGF y TGF-f, pero si mantuvo durante todo el proceso la
viabilidad y morfologia celular de los fibroblastos, al comparar con el control de
ensayo que solo presentaba medio DMEM1%PSA (sin inductor de proliferacion).
Sabemos que el contacto célula-célula es indispensable para la determinacion de
la proliferacion celular en mucho linajes celulares. Las células hAEC, sirven de
feeder layer para muchas lineas celulares como las células epiteliales de la vena
umbilical (HUVECS)®®, células progenitoras epiteliales limbicas®®, entre otras.
Al observar los resultados positivos para proliferacion y negativos en migracion
de los factores de crecimiento del medio condicionado MC48h de hAEC sobre los
fibroblastos dérmicos, es necesario corroborar si los fibroblastos necesitan el
contacto celular para una mejor migracion y/o proliferacion, por tal motivo se co-
cultivaron hAEC con fibroblastos en base a los datos obtenidos en las curvas de
crecimiento de ambos tipos celulares, 10° fibroblastos frente 10* hAEC, y se
determin6 que no existe influencia en el contacto célula-célula para el indice de
proliferacion a través del tiempo de los fibroblastos y solo depende de los factores
de crecimiento como TGF- y PDGF liberados por el medio condicionado de
hAEC.

La inflamacidn es una etapa decisiva para el inicio de una buena cicatrizacion, sin
embargo, la inflamacion prolongada impide el progreso a través de las etapas
normales de curacion de la herida (inflamacion y reparacion). La inflamacion
severa también se ha asociado con cicatrices excesivas como queloides®. La
inflamacion es mediada por las PBMC (neutréfilos y macrofagos). Por tal motivo
una caracteristica de las hAEC in vivo es la inmunoregulacion del sistema inmune,
por tal motivo se co-cultivaron hAEC-PBMC. Las PBMC son el grupo celular que
representa mejor al sistema inmune in vitro, debido a sus componentes celulares,
como linfocitos, células dendriticas, macrofagos, entre otras. Los datos
estadisticos de los indices de proliferaciéon de los co-cultivos hAEC-PBMC,
muestran una ligera disminucion de la proliferacion de PBMC, pero no existe
diferencia significativa con respecto al control de viabilidad RPMI10%SBF. Las
células hAEC no inducen proliferacion a PBMC, por contacto, por lo tanto, en

posibles terapias celulares permitiran una rapida cicatrizacion al disminuir el
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tiempo de inflamacion de la zona dafiada, debido a la presencia de HLA-G el cual
acttia como inmunoregulador del sistema inmune®®.

Segun los resultados obtenidos de forma individual por el MC48h y HPL, de las
hAEC y plaquetas, respectivamente, por procesos metabdlicos de degradacién y
ciclo celular, coinciden en la induccion de la proliferacion, viabilidad y no en la
migracion de los fibroblastos, datos que dan una gran perspectiva en el uso de
estos compuestos biolégicos en la regeneracion tisular. Por tal motivo se
homogeniz6 ambos componentes en forma de un biocompuesto gelificado,
plaquetas y hAEC, para ser evaluado como posible terapia ectopica en el cierre de
heridas y mejoras en el tiempo, con una mejor calidad de cicatrizacion por los
factores sinérgicos que se liberan. La cinética de los factores liberados por el
biocompuesto fue analizado mediante ELISA cuantitativo, de los sobrenadantes
que fueron liberados cada 24 h por un transcurso de 4 dias. Se evalu6 también el
nimero de células a usar por cm? siendo la mas adecuada y con mayor
concentracion de factores de crecimiento y estabilidad a través del tiempo, el gel
de plaquetas conformado por 10° células/cm? hAEC, expresando una mayor
concentracion en PGE2 (4393+729.4 pg/mL) y PDGF (3651+881.5 pg/mL)
significativamente mayor a los niveles de EGF (683.6+£462.2 pg/mL) (p<0.0001),
VEGF (389+67.66 pg/mL) (p<0.0001) y TGF- B (1611+68.47 pg/mL) (p=0.002).
Los niveles de EGF son inversamente proporcionales al nimero de células que
forman el biocompuesto, debido a que las hAEC consumen y necesitan como
suplemento EGF como inductor de crecimiento.?8V) E| anélisis de los niveles de
los factores de crecimiento cada 24 h, muestra una produccién constante en sus
concentraciones, lo cual es muy importante en caso de una terapia celular que
impligue un recambio del biocompuesto cada 4 dias, donde los niveles de los
factores de crecimiento se mantendran constantes durante todo el tratamiento con
una buena induccidn de regeneracion.

Los biocompuestos que existen en el actualidad presentan matrices constituidas de
plasma, fibrindgeno, colageno y otros compuestos sintéticos446263 que son
ideales para el transporte de células, pero no brindan factores de crecimiento que
mejoren la regeneracion. El proceso de cicatrizacion tisular presenta etapas como:

homeostasis, inflamacion, proliferacion y reepitelizacion, dentro de las cuales
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intervienen muchos factores de crecimiento como EGF, FGF, TGF-B, PDGF,
KGF, etc, células (queratinocitos, fibroblastos, células madre) y el sistema
inmune, con la inflamacion (respuesta celular)©®%. El biocompuesto desarrollado
libera el factor de crecimientos EGF, que induce de forma paracrina la
proliferacién y migracion de los queratinocitos y células epiteliales, mejorando la
reepitelizacion y aumentando resistencia a la traccion en las heridas®®. Algunos
ensayos clinicos terapéuticos para heridas crénicas muestran que la adicion de
EGF tdpico, aumenta la epitelizacion y acortd el tiempo de cicatrizacion en los
sitios de curacion de los donantes de injerto de piel®”. Dentro de la familia de
TGF-B, el TGF-B1 predomina en el proceso de la salud cutanea, interviniendo en
las etapas de inflamacion, angiogénesis, reepitelizacion de la cicatrizacion asi
como en la regeneracion de tejido conectivo. El TGF-B1 facilita el reclutamiento
de células inflamatorias y aumenta el desbridamiento tisular mediado por
macrdfagos, e induce a los fibroblastos a la sintesis de colageno y fibronectina®®,
permitiendo la contraccion de la herida al facilitar la contraccion de los
fibroblastos de la matriz de colageno®®. Por ultimo el TGF-B1 esta involucrado
en la produccion de coladgeno (particularmente del tipo I y I1l) y actia como un
potente inhibidor de la metaloproteinasa MMP-1, MMP-3 y MMP-9 y un
promotor del inhibidor tisular de la sintesis de metaloproteinasa TIMP-1, lo que
inhibe la degradacion del colageno ©9),

El factor VEGF promueve la angiogénesis, induce la formacion de nuevos vasos
sanguineos, e intervienen conjuntamente en la proliferacién y migracion celular de
células endoteliales en estudios in vitro. Factores de crecimiento como EGF y
TGF-B1 promueven la expresion de VEGF, mejorando su accién en heridas
cronicas y agudas 9. EI VEGF participa también en la linfoangiogénesis y la
formacion de la matriz extracelular (ECM)(™, el cual es el primer paso para
vascularizacién de la herida que va ayudar a una mejor irrigacion de la zona
afectada.

El PDGF juega un rol en cada etapa de cicatrizacion tisular, que permite la
proliferacién de los fibroblastos para la formacion de colageno, asi como su
quimiotaxis a la zona dafiada. Asi mismo permite la formacién de tejido granuloso

y promueve el desbridamiento tisular mediado por macréfagos(®. Uno de las
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principales funciones del PDGF es potenciar la proliferacion de fibroblastos y, por
lo tanto, la produccion de ECM® pero durante la remodelacion tisular, el PDGF
ayuda a descomponer el colageno viejo mediante la regulacion positiva de las
metaloproteinasas de la matriz 4,

Los factores como EGF, VEGF, PDGF y TGFp1 tienden a disminuir su presencia
0 no aparecen en heridas crdnicas, debido a procesos proteoliticos en el medio
ambiente crénico de una herida, por la accion de metaloproteasas, lo que sugiere
la utilidad de de matrices ricas en estos factores de crecimiento, que permitan
mantener constantes sus niveles a través del tiempo. Es por ello que el
biocompuesto analizado en este estudio, se perfila in vitro como terapia
regenerativa de tejido epitelial.

Otro aporte importante para una rapida regeneracion tisular, es el efecto
inmunomodulador que las células madre mesenquimales amnidticas presentan, y
que estan asociados a factores solubles como TGF-B1, PGE2, IDO y HGF (), Al
analizar los niveles de PGE2 liberados por los diferentes grupos de geles en
estudio, se observa indican que las concentraciones totales en el biocompuesto,
dependen directamente de las hAEC. La PGE2 es un inmunosupresor inducido
por ambientes inflamatorios(’®, que entre sus propiedades principales regula la
maduracion de las células dendriticas e inhibe la proliferacion de las células T y
regulando la produccion de citoquinas pro inflamatorias ),

Estos resultados hacen prometedor el uso de este gel para futuras aplicaciones
clinicas, ya que es un gel que inducira la proliferacion celular a nivel de
queratinocitos y fibroblastos, la angiogénesis y disminuira la etapa inflamatoria
actuando como un inmunorregulador, ya que en heridas crénicas la etapa
inflamatoria se ve alterada, alargando el tiempo de inicio de la etapa de
proliferacién y reparacion, debido a que los neutréfilos liberan elastasa y
colagenasa impidiendo que se forme la matriz extracelular® manteniendo el
ambiente inflamatorio por mas tiempo, lo cual a futuro generara la formacion de
queloides y secuelas regenerativas.

El efecto citotoxico que puede presentar el biocompuesto sobre los fibroblastos in
vitro, fue analizado bajo dos técnicas. La citotoxicidad por contacto, que asemeja

in vitro el microambiente que los fibroblastos y el biocompuesto generaran al
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contactarse en una herida in vivo. La citotoxicidad por MTT, donde se analizo los
componentes liberados por el sobrenadante del biocompuesto segun el tiempo (24,
48, 72 y 96 h). Se analiz6 el biocompuesto con mayor concentracion celular
hAEC (10° células/cm?), que representaria in vitro, el efecto de la aplicacion
ectopica por mas de 24h sobre los fibroblastos en una herida. Los resultados de
ambas pruebas muestran que el biocompuesto no es citotdxico para los
fibroblastos, presentando una alta actividad proliferativa a través del tiempo, sin
efectos en su morfologia y crecimiento exponencial, lo que permitiria una mejora
en la migracion, proliferacion, de las células implicadas, con beneficios
promisorios en el cierre de la zona dafiada, lo cual en caso de heridas crénicas es
crucial para evitar futuras infecciones, amputaciones y muerte.

Todos los resultados obtenidos nos conllevan a resumir que los factores liberados
por el biocompuesto, podrian beneficiar el tratamiento de heridas cronicas como
la diabetes, actuando en la proliferacion celular de los fibroblastos y
reepitelizacion de los queratinocitos (EGF, PDGF), como inmunoregulador
disminuyendo la etapa inflamatoria (PGE2), en la angiogénesis y linfangiogénesis
(VEGF), y en la reepitelizacion y remodelamiento (TGF-B1) del tejido epidérmico
y dérmico, con una rapida cicatrizacion y cierre de la zona dafiada.

Con el presente estudio se demostrd in vitro el efecto sinérgico beneficioso del
uso del biocompuesto, formado por células hAEC y plaquetas, el cual presenta
concentraciones ideales de factores de crecimiento (VEGF, EGF, PDGF, TGF-f1,
PGE2), que serviran de fuente para reparar en un menor tiempo la zona dafiada,
reduciendo la intervencion quirdrgica y futuras amputaciones de extremidades
inferiores en Ulceras diabéticas, y expandir su accionar a otros tipos de dafios
tisulares leves y cronicos. El presente estudio generara una serie de conocimientos
acerca del entorno celular y molecular de la accién de las hAEC vy las plaquetas
sobre las Ulceras diabéticas, quemaduras u otras heridas, permitiéndonos abordar
desde un perfil clinico, biologico, e inmunoldgico y contrarrestar estas dolencias,
planteando estudios in vivo a futuro, con grandes expectativas de uso, con una alta
efectividad y seguridad en terapia celular, lo cual permitird mejorar la calidad de
vida en los pacientes con diabetes tipo Il, facilitando su reincorporacion a la

sociedad.
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CAPITULO IX: CONCLUSIONES

1.

10.

Las plaquetas liberan altos niveles de factores de crecimiento como EGF,
PDGF, que actuan como inductores de crecimiento en reemplazo del SBF
en la proliferacion de los fibroblastos.

Los inductores de crecimiento analizados en el presente estudio HPL (5%,
10% y 20%), MC48h, presentan un alto indice de proliferacion como una
alternativa de uso para el 10%SBF, el cual es un inductor caro y de origen
Xenogenico.

El MC48h de las hAEC es un buen inductor de proliferacion para los
fibroblastos dérmicos, sin embargo no induce la migracién celular en este
tipo de células.

La migracion celular del HPL al 5% es la que se asemeja mas en el tiempo
de crecimiento, proliferacion y morfologia de los fibroblastos, al
compararlos con el control (estandar internacional) 10% de SBF.

Las hAEC no presentan actividad proliferativa por contacto con los
fibroblastos.

Las hAEC no expresan capacidad inmunoestimuladora en co - cultivo con
las células PBMC, lo cual permitira, en heridas cronicas, acortar los tiempos
de la etapa inflamatoria y migrar a la etapa reconstructiva.

El biocompuesto presenta una alta estabilidad y flexibilidad de
manipulacién a través del tiempo, durante 96h.

El biocompuesto con hAEC 10° células/cm?, presentan un mejor
comportamiento en la liberacion de los factores de crecimiento analizados
(VEGF, EGF, TGF - B, PDGF, PGE2) con respecto al biocompuesto con
hAEC 10* células/cm?. Los niveles de EGF expresan una menor
concentracion en el biocompuesto con hAEC 10° células/cm?, debido a que
las células hAEC usan como inductor de crecimiento y proliferacion EGF.
Segun los resultados obtenidos in vitro, el biocompuesto presenta alta
capacidad regenerativa y proliferativa de los fibroblastos, siendo no téxico
para las células en cultivo.

El uso de las hAEC y plaquetas, como fuente de moléculas co-estimuladoras

para la reparacion tisular, genera un microambiente inmunoldégicamente
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importante para la cicatrizacion de heridas, nos brinda promisorios
resultados como nueva alternativa para el cultivo de fibroblastos con
posibles aplicaciones clinicas en el tratamiento de Ulceras cutaneas de pie

diabético.
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CAPITULO X: RECOMENDACIONES

1.  Para trabajar con HPL10% y HPL20% como inductores de crecimiento se
recomienda realizar un analisis cromosémico y molecular de los fibroblastos
inducidos, ya que la estructura morfoldgica y velocidad de proliferacién
analizadas en la tesis indica que son muy distantes con respecto al control
(SBF10%), lo que infiere a pensar en posibles desordenes metabdlicos o
cromosomicos (epigenéticos).

2. Serecomienda trabajar con las hAEC maximo hasta el pasaje 3.

3. Serecomienda trabajar con reactivos del mismo lote durante todo el ensayo.

4.  Se recomienda realizar la medicion de otros factores de crecimiento
liberados por el biocompuesto como factor de crecimiento fibroblastico
(FGF) y factor de crecimiento de queratinocitos (KGF), que permitan
completar la informacion del efecto proliferativo, migratorio y regenerativo,
sobre las poblaciones celulares que influyen en la reparacion tisular

(queratinocitos y fibroblastos).
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