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RESUMEN
Las Ulceras cronicas cutaneas representan un problema importante de
salud publica debido a las consecuencias que genera en el paciente. El
presente estudio estda fundamentado en la necesidad de disefar,
preparar y evaluar en ensayos in vitro el potencial regenerativo de un
producto bioldgico obtenido de la combinacion de plaquetas y células
madres mesenquimales de corddn umbilical (MSC-CU) sobre una base
de gel de fibrina, con potencial aplicacion en uUlceras cutaneas de
indole cronica. Para ello se protocolizo la obtencion de MSC-CU, las
cuales fueron cultivadas y caracterizadas por citometria de flujo y se
demostro su capacidad de diferenciacion hacia el linaje osteogénico,
condrogeénico y adipogénico. También se obtuvo plagquetas por aféresis
sanguinea, las cuales fueron requeridas para la formacion del gel de
fibrina rico en plaquetas (GFRP), el gel de fibrina pobre en plaquetas
(GFPP), GFRP combinado con MSC-CU y GFPP combinado con
MSC-CU. Los productos desarrollados fueron incubados hasta por 96
horas, liberando un liquido seroso, en el cual se midieron la
concentracion de los factores de crecimiento: PDGF-BB, EGF y
VEGF. También se midieron los factores inmunomoduladores TGF-B1
y prostaglandina E2. Adicionalmente el liquido seroso liberado (medio
condicionado) fue estudiado como suplemento en los medios de
cultivo para estimular la proliferacion y migracion celular de
fibroblastos dérmicos. La cinética de liberacion de las biomoléculas

evidencid una liberacion similar entre el GFRP y GFRP-MSC a



excepcion de la PGE2 que tuvo una mayor concentracion en este
ultimo producto. Los ensayos de migracion y proliferacion mostraron
que el GFRP y el GFRP-MSC tienen un efecto similar significativo en
comparacion con el GFPP-MSC. En conclusion, el gel de fibrina con
plaquetas y MSC-CU muestra un efecto regenerativo in vitro similar

que el gel de fibrina solo con plaquetas.

PALABRAS CLAVE
Células madre mesenquimales, cordon umbilical, fibroblastos

dérmicos, factores de crecimiento, gel de fibrina.



ABSTRACT
Chronic skin ulcers represent a major public health problem due to the
consequences it generates in the patients. The present study is based on
the need to design, prepare and evaluate through in vitro assays, the
regenerative potential of a biological product obtained from the
combination of platelets and umbilical cord mesenchymal stem cells
(UC-MSC) on a fibrin gel base, with potential application in chronic
skin ulcers. | standardized the obtaining of UC-MSC which were
cultured and characterized by flow cytometry; their differentiation
capacity was demonstrated for the osteogenic, chondrogenic and
adipogenic lineage. Platelets obtained by blood apheresis were
required for the formation of the platelet-rich fibrin gel (PRFG), the
platelet-poor fibrin gel (PPFG), PRFG combined with UC-MSC and
PPFG combined with UC-MSC. The developed products were
incubated up to 96 hours, releasing a serous fluid, in which the growth
factors PDGF-BB, EGF and VEGF were measured.
Immunomodulatory factors TGF-p1 and prostaglandin E2 (PG-E2)
were also measured. In addition, the serous fluid released was studied
as a supplement in the culture media for cell proliferation and
migration of dermal fibroblasts. The release Kkinetics of the
biomolecules showed a similar release between the PRFG and the
PRFG-MSC, except for the PG-E2 that had a higher concentration in
the latter product. The migration and proliferation assays demonstrated

that PRFG and PRFG-MSC have a similar effect compared to the



PPFG-MSC. In conclusion, the fibrin gel designed from the platelet
with UC-MSC show a similar regenerative effect in vitro compared to

fibrin gel alone with platelets.

KEYWORDS:
Mesenchymal stem cell, umbilical cord, dermal fibroblasts, growth

factors, fibrin gel.



INTRODUCCION

Las ulceras cutaneas cronicas afecta a millones de personas en el
mundo, principalmente a pacientes con insuficiencia vascular
periférica de miembros inferiores y con Ulceras de pie diabético en
pacientes con diabetes mellitus tipo 2 . En nuestro pais la principal
causa de amputacion de miembros inferiores por motivos no
traumaticos corresponde al pie diabético, de acuerdo al instituto
nacional de rehabilitacion de Per 2. Esto debido principalmente a la
poca cultura de prevencion y cuidados médicos que tiene la poblacién
afectada.

Las condiciones fisiopatolégicas de este tipo de Ulceras no permiten
una adecuada regeneracion en un tiempo adecuado, lo que conlleva
una alta morbimortalidad debido a las amputaciones que sufren los
pacientes, ya que no hay tratamientos efectivos, y conllevan con
frecuencia al riesgo de amputacion 2.

En los Gltimos afios el uso de plaguetas en forma de plasma rico en
plaguetas (PRP) obtenidas en diferentes formas, ha mostrado en
maltiples estudios, resultados muy prometedores, evitando en muchos
casos la amputacion del miembro afectado *.

Actualmente las células madre mesenquimales ¢ también denominadas
células estromales mesenquimales multipotentes (MSC) se ha
convertido en el principal tipo celular de aplicacién en procesos
regenerativos, destacando su uso en modelos de regeneracion cutanea,

debido no sdlo a su potencial regenerativo, sino principalmente por su



funcion inmunomoduladora, ya que libera diversos factores solubles
con potencial inmunoregulador °.

El objetivo del presente estudio ha sido combinar ambos elementos
biolégicos (MSC y PRP) y evaluar in vitro, en condiciones de cultivo
celular, la produccion de diversas biomoléculas implicadas en la
regeneracion de la piel, asi como su efecto sobre la proliferacion y

migracion de fibroblastos dérmicos.



2.1

PLANTEAMIENTO DE LA INVESTIGACION

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las Ulceras cronicas pueden ser de diferente etiologia, siendo el de
origen diabetico la de mayor complicacion, debido a la condicion de
diabetes mellitus tipo 2 (DM2) como enfermedad cronica en el
paciente. La busqueda de un tratamiento efectivo en esta patologia,
disminuiria considerablemente la morbimortalidad ocasionada por la
DM2 en el mundo 35, En la DM2 no bien controlada, hay una
predisposicion a que las Ulceras se vuelvan crénicas debido a la
existencia de compromiso de tipo circulatorio isquémico (vasculopatia
cronica diabética de la microcirculacién) y de un componente
autonomico por el compromiso neuropatico de la DM2 (neuropatia
diabética), lo cual llevara a una condicion frecuentemente conocida
como pie diabético °. Estas condiciones cronicas van a prolongar 6
perpetuar el proceso inflamatorio y no llega a producirse la fase de
produccién de mecanismos inmunolédgicos regulatorios y por lo tanto
se aumenta el grado de dafio tisular en el tiempo 7. La solucion
definitiva en muchos casos para no comprometer la vida del paciente
es la amputacion del miembro afectado, lo que conlleva a otras
consecuencias.

Segun datos publicados por Tentolouris y col. 8, el 70% de casos de

amputacion de miembros inferiores se da en pacientes con DM2,



convirtiéndose el problema de Ulceras diabéticas en una de las
principales complicaciones de este tipo de pacientes en el mundo 8°.
En el Per(, de acuerdo a publicaciones nacionales %12 la tasa de
amputacion bordea el 50% en pacientes que se hospitalizan con un
cuadro de pie diabético. En la actualidad no hay en nuestro medio
ninguna terapia alternativa que conlleve a disminuir la tasa de

amputacion de miembros inferiores.

2.2 JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

Las Ulceras cutaneas principalmente de indole isquémica como el pie
diabético, cursan con una fuerte disfuncion del mecanismo
inmunoregulador ocasionando un proceso inflamatorio cronico,
infeccion bacteriana, poca vascularizacion, disfuncion del sistema
nervioso autonémico, entre otras caracteristicas 2. Existen estudios
publicados que muestran que las MSC vy el plasma rico en plaquetas
(PRP) aplicadas en forma independiente, han permitido acelerar el
proceso de cicatrizacion en Ulceras de pie diabético, principalmente
explicados por la liberacién de factores de crecimiento y moléculas
inmunomoduladoras #°. No existen estudios que propongan la
aplicacion en forma combinada de la MSC de cordon umbilical con
plaquetas en una base de gel de fibrina, por lo que es indispensable
realizar primero los estudios in vitro, para determinar si el producto

biologico propuesto tiene el potencial para acelerar la cicatrizacion por



medio de la liberacién de factores de crecimiento y estimulo sobre
fibroblastos dérmicos y células endoteliales, como elementos celulares

implicados en regeneracion cutanea.

MARCO TEORICO

Situacion de las Ulceras de miembros inferiores en diabetes tipo 2

La DM2 es actualmente uno de los problemas de salud publica mas
importantes en el mundo, debido a la discapacidad y mortalidad
prematura que provoca, y se ha estimado que alrededor de 171
millones de personas en el mundo viven con DM2 y que esta cifra
ascendera a 300 millones el 2030 *. La prevalencia de la DM2 en las
Américas varia entre 10% a 15%, estimandose en el Per( en un 5.5% y
para el 2011 se estim6 que 942,200 peruanos padecian de la
enfermedad y con proyeccion a aumentar debido a los factores
condicionantes tales como la obesidad, el sedentarismo y los habitos
alimenticios inadecuados 3. El Ministerio de Salud del Per( ha
establecido en los lineamientos de politica del sector entre el 2007 y
2020, la vigilancia, prevencion y control de las enfermedades cronico
degenerativas, priorizando entre ellas la DM2. La mayor complicacion
cronica de la DM2 esté representada por el pie diabético y de acuerdo a
la Organizacion Mundial de la Salud, el pie del paciente diabético tiene
el riesgo de consecuencias patoldgicas incluido la infeccion, ulceracion

y/o destruccién de tejidos profundos asociados a anormalidades



neuroldgicas, diversos grados de enfermedad vascular periférica y/o
complicaciones metabolicas de la diabetes en el miembro inferior ©. La
Federacion Internacional de Diabetes estim6 en el 2005 que cada 30
segundos una extremidad inferior era amputada como consecuencia de
la DM2 3, ocasionando en el paciente discapacidad parcial o definitiva.
El 85% a 90% de los casos de Ulceras de pie diabético tiene como
causa la neuropatia diabética con o sin vasculopatia diabética. Entre un
15% a 25% de los pacientes con DM2 desarrollard en algin momento
de su vida pie diabético y se ha estimado que el 85% de las
amputaciones de miembros inferiores van precedidos por ulceraciones
en el pie y que ademas la mortalidad de los pacientes amputados a los
5 afios es del 44.3% ©®1°, El tratamiento efectivo de las ulceras de pie
diabético puede reducir considerablemente la posibilidad de
amputacién y con ello reducir los costos de atencion en salud y
fundamentalmente mejorar la calidad de vida de un paciente con DM2.
El riesgo de pie diabético en el Peru fue evaluado en un estudio en
pacientes con DM2 atendidos en un hospital pablico, encontrandose
que el 56.6% de estos presentaba neuropatia diabética periférica y
consecuentemente un alto riesgo a desarrollar pie diabético °. En otro
estudio en un hospital publico peruano, se reportdé que de un total de
206 pacientes con pie diabético se amputé al 61.2% °. De la misma
forma un estudio realizado entre los afios 2006 y 2008 en otro hospital
publico, reportdé que de 179 pacientes que se internaron con

diagndstico de pie diabético, el 98.2% correspondia a DM2 y de todos



ellos el 64% sufrieron al final algin tipo de amputacién, siendo un
factor que condiciona la amputacion la insuficiencia vascular
periférica, que estaba presente en un 48.8% de los pacientes con pie
diabético . El tratamiento convencional de las Glceras de pie diabético
estd basado en la antibioticoterapia y el desbridamiento, asi como
también del uso de farmacos que mejoren la circulacion sanguinea.
Pero cuando ya no se puede revascularizar 6 es afectado por
osteomielitis que no responde al tratamiento y amenaza la vida del

paciente, la tnica solucién es la amputacion del miembro afectado °.

Pie diabético y medicina regenerativa

Ante la incompleta eficacia de los tratamientos convencionales surgio
la posibilidad de tratar este tipo de patologias por medio de la medicina
regenerativa, las cuales incluyen el uso de células progenitoras adultas
y el PRP como fuente rica en factores de crecimiento, con la finalidad
de acelerar la cicatrizacion de las Ulceras de pie diabético. Tratar la
isqguemia de miembros inferiores ha sido la clave para poder recuperar
los miembros afectados tanto en pacientes con pie diabético u otras
patologias. En ese sentido, los primeros estudios clinicos se basaron en
la aplicacion de células mononucleares de médula ésea (CMN-MO),
reportandose una angiogenesis efectiva en los miembros isquémicos
tratados '#1°. Las aplicaciones repetidas en intervalos de un mes en
algunos casos ha sido més efectivo 6. También se ha comparado el uso

de CMN-MO y CMN de sangre periférica previa estimulacién con



factor de crecimiento de colonias de granulocitos, obteniendo
resultados favorables . En un meta-analisis realizada con 12 ensayos
clinicos controlados, con un total de 512 pacientes con isquemia critica
de miembros inferiores, se concluyo que la aplicacion de CMN-MO es
un tratamiento potencialmente prometedor, pero que requieren mayor

niimero de pacientes y seguimiento a largo tiempo 8.

c. Células madre mesenquimales en regeneracion de Ulcera cutanea
cronica
Un tipo celular que actualmente es de amplia investigacion vy
aplicacion en ensayos clinicos son las denominadas células madre
mesenquimales o células estromales mesenquimales, que fueron
descritas por primera vez por Friedenstein et al. en 1974 %% |as
cuales poseen propiedades regenerativas e inmunomoduladoras, con
capacidad de diferenciarse in vitro a adipocitos, osteoblastos,
condrocitos y otros tipos celulares y cuya caracterizacion ha sido
definida por la Sociedad Internacional de Terapia Celular 2. A
diferencia de las células progenitoras hematopoyéticas, la MSC se ha
aislado de diferentes fuentes siendo las mas utilizadas, las obtenidas de
médula 0sea y tejido adiposo, mostrando este Gltimo grandes ventajas
en funcidn a la accesibilidad y cantidad celular, convirtiéndose en la
actualidad en la principal fuente para las terapias celulares con MSC 2>
25, Las posibilidades terapéuticas usando las MSC para el tratamiento

de Ulceras de diferente etiologia han sido aplicadas en diversos



estudios clinicos, mostrando grandes beneficios en la angiogénesis,

disminucién del proceso inflamatorio y resolucion de la Glcera 252°,

siendo los mecanismos propuestos los siguientes:

1. Promocion de angiogenesis

2. Induccion de la migracion y proliferacion celular.

3. Disminucion del proceso inflamatorio a través de la secrecion de
citoquinas anti-inflamatorias 'y disminucion de las pro-
inflamatorias.

4. Actividad antimicrobiana via secrecion de factores como el LL-37.

5. Secrecion de mitdgenos que estimulan la proliferacion de

queratinocitos, fibroblastos dérmicos y células endoteliales.

Ademas, se ha descrito la produccion de moléculas con efectos
inmunomoduladores como la PG-E2, IDO, TGF-B1 entre las mas

implicadas en disminuir el proceso inflamatorio 2°°,

La mayor parte de estudios clinicos desarrollados han utilizado MSC
de caracter autélogo, pero la MSC por su caracter inmunoprevilegiado
81 al no expresar moléculas MHC-II y escasas MHC-I hacen posible
la aplicacion alogenica en diferentes patologias incluyendo las ulceras
por pie diabético, tal como se ha reportado en los primeros ensayos
clinicos usando MSC derivadas de médula 6sea y de sangre de cordon
umbilical, evidenciandose la factibilidad y seguridad en el tratamiento

aplicado 3234,



d. Plasma rico en plaquetas y regeneracion de Ulceras cutaneas
Las plaguetas en sus granulos a contienen factores de crecimiento que
tienen efectos en diferentes células del organismo *°. Las plaquetas se
obtienen en forma de PRP, luego de la extraccion y procesamiento de
sangre total anticoagulada previamente obtenida de un donante o
paciente, y se ha reportado diferentes métodos de obtencion *. Se han
medido la cantidad de factores de crecimiento producidas luego de la
activacion de plaguetas y se ha demostrado su efecto en el crecimiento
celular en cultivo de células HUVEC vy fibroblastos dérmicos . El
uso del PRP esta fundamentado en que las plaquetas liberan maltiples
factores de crecimiento que estan vinculados estrechamente con la
regeneracion tisular destacando el factor de crecimiento derivado de
plaguetas (PDGF), factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF),
factor de crecimiento endotelial (EGF), factor transformante del
crecimiento tipo beta 1 (TGF-B1), entre los mas importantes 32
Mdltiples estudios clinicos han confirmado sus beneficios en el
tratamiento de las Ulceras tanto de pie diabético 6 de diferente causa,
reportando como resultados una disminucién en el tiempo de
cicatrizacion y con ello una menor tasa de amputacion de miembros
inferiores, siendo la aplicacion mas usada en forma de gel y en varias
sesiones 32, Sociedades cientificas en el mundo han desarrollado
guias de recomendacion para la aplicacion de los productos

plaquetarios en situaciones no transfusionales 3.
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Un método de obtencion directa y con alta concentracion de plaquetas
se da por aféresis sanguinea, producto en el cual se han medido luego
de su activacion los factores bioactivos contenidos en los granulos o 44,
La concentracion de plaquetas en relacion a sus efectos en la
proliferacion de fibroblastos y queratinocitos ha sido evaluada por
medio de la produccién de los factores y citoquinas liberadas en
preparaciones de diferentes concentraciones, reportandose que hay
variacion en algunos elementos “°. La cinética de liberacion de los
factores de crecimiento en preparados plaquetarios ha mostrado
diferentes curvas en el tiempo en funcion de la temperatura, forma de
activacion y lisis de las plaquetas, evidenciando diferencias en las
mediciones realizadas. Es necesaria una estandarizacion en la
preparacion y activacion de los productos plaquetarios %°. Para
prolongar el tiempo la liberacion de los factores de crecimiento, se ha
utilizado vehiculos biodegradables como geles de gelatina, con la

finalidad de mejorar la eficacia del tratamiento #'.

e. Efecto sinérgico de MSC y PRP
Las posibilidades de tener un efecto sinérgico utilizando la MSC de
médula 6sea y tejido adiposo junto con PRP, ha sido evaluado en
modelos experimentales en animales con induccién de DM tipo 1, con
resultados moderados “%°. Recientes estudios han mostrado un mejor
efecto sinérgico de la combinacion del PRP y las MSC de corddn

umbilical en la regeneracion 6sea en modelos animales, en los cuales
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V.

se evidencié una mayor densidad dsea a las 8 semanas en comparacion
con la aplicacion sola de MSC *°.

El uso de las MSC obtenidas de la gelatina de Wharton de corddn
umbilical (MSC-CU) esta fundamentado en sus propiedades
inmunomoduladoras y regenerativas, su aislamiento y expansion han
sido detallados en diversos estudios 22°1°3, Se ha investigado la
aplicacion de MSC en gel de fibrina con medio condicionado en un
modelo de Ulcera inducida en rata, sin resultados significativos en
funcién al menor tiempo de cicatrizacion °*. Se ha evaluado la cinética
de liberacion de factores de crecimiento plaquetarios en base de fibrina
hasta por 28 dias y ademas se demostrd el estimulo sobre la migracion
de MSC y HUVEC en cultivo %. El rol inmunomodulador de las MSC
ha sido ampliamente investigado, resaltando dentro de los mecanismos
propuestos la induccion al fenotipo T regulador a través de la

produccion de PG-E2 y TGF-p1 °°.

OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar in vitro el efecto de los factores liberados por el gel de fibrina
rico en plaquetas y células madre mesenquimales sobre la

proliferacion y migracion de fibroblastos dérmicos.

12



4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a. Determinar la concentracion de los factores de crecimiento (PDGF-

BB, VEGF, EGF) liberados a partir de los productos elaborados.

b. Determinar la concentracion de las moléculas inmunomoduladoras

(PG-E2, TGF- B1) liberados a partir de los productos elaborados.

c. Determinar el efecto proliferativo de los productos elaborados

sobre el cultivo de fibroblastos dérmicos.

d. Determinar el efecto de cierre de herida in vitro de los productos

elaborados sobre el cultivo de fibroblastos dérmicos.

V. METODOLOGIA

5.1 DISENO DEL ESTUDIO

El presente estudio es de tipo analitico experimental con variables

cuantitativas y cualitativas.
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5.2 PROCEDIMIENTOS Y TECNICAS

1)

El presente estudio forma parte del proyecto “Desarrollo y evaluacion del
potencial regenerativo de un gel rico en factores de crecimiento
plaquetarios y células madre mesenquimales para la cicatrizacion de
ulceras cutaneas”, del cual se obtuvieron las muestras biologicas que se
utilizaron en el presente estudio, las cuales fueron muestra de cordon
umbilical humano, plaguetas de donante voluntario por aféresis y biopsia
de piel, todas ellas contaron con su respectivo consentimiento informado y

fue aprobado por el comité de ética de la UPCH.

OBTENCION Y CULTIVO DE LAS CELULAS MADRE

MESENQUIMALES DE CORDON UMBILICAL.

Obtencion del cordon umbilical humano:

Las muestras de cordén umbilical fueron obtenidas de dos mujeres luego
de un procedimiento de parto programado por cesarea en el servicio de
Gineco-obstetricia del Hospital Nacional Cayetano Heredia, las cuales
tenian 18 y 36 afios de edad y se encontraban en condiciones normales de
salud fisica y mental, previamente firmaron el respectivo consentimiento
informado (anexo 1). Se tomd las siguientes medidas de esterilidad: el
cordon umbilical que estuvo unido a la placenta fue colocado en un campo
estéril y se secciono un fragmento de aproximadamente 10 cm de longitud
de la parte media (Fig.1), depositandose en un frasco estéril con 30 mL de
buffer fosfato salino (PBS) pH 7.2 con antibidticos al 1% (P/S/A:

penicilina, estreptomicina y anfotericina B — Gibco, US). El resto de tejido
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placentario y cordon umbilical fue desechado de acuerdo a los protocolos
de la institucion. Al ser un producto biologico fuera del donante, la
obtencion de una muestra del cordén umbilical no implicé ningdn riesgo
para la salud de la paciente ni del recién nacido. Los cordones umbilicales
fueron trasladados en cadena de frio (2-8°C) al laboratorio para su

procesamiento dentro de las siguientes dos horas.

Fig.1: Muestra de corddn umbilical humano

2) Cultivo de las células madre mesenquimales

El cordon umbilical fue retirado del frasco con el medio de transporte en
una cabina de bioseguridad y se procedié a su procesamiento para la
obtencion de las MSC de acuerdo a un protocolo previamente
estandarizado en el laboratorio de inmunologia LID 108 de la Universidad
Peruana Cayetano Heredia, y que fue publicado previamente . El
procedimiento en resumen consistio en realizar sucesivos lavados con PBS
estéril pH 7.2, procediéndose luego a retirar las venas y arterias,
exponiendo la gelatina de Wharton. Luego se procedié a cortar en

pequefios fragmentos de 1mm y se prepar6 una soluciéon de 10 mL de

15



3)

colagenasa tipo 2 al 0.5% (Gibco, US) en PBS pH 7.2. Se procedio a
incubar el tejido previamente fragmentado de corddn umbilical con la
solucién de colagenasa tipo 2 a 37°C por una hora. Finalizada la
incubacién se detuvo la accidn enzimatica por adicion de 30 mL de medio
de cultivo a-MEM (Gibco, US) suplementado con lisado plaguetario
humano (HPL) al 10% vy antibioticos al 1% (P/S/A), al que se denomind
medio completo. Seguidamente se filtr6 usando un filtro tipo canastilla de
100 um (cell strainer SPL, Korea) depositado sobre un tubo conico de 50
mL. Se centrifugd el filtrado a 1500 rpm por 10 minutos, retirando luego
el sobrenadante y resuspendiendo el concentrado celular obtenido en 1 mL
de medio completo y cultivado en 2 frascos de cultivo de 25 cm?
(CytoOne, Korea) con 5 mL de medio completo cada uno, bajo

condiciones de incubacion de 37°C, 5% de CO? y 90% de humedad.
Expansidon del cultivo de células madre mesenquimales

Luego de 48 horas de cultivo se realizé el recambio del medio de cultivo y
asi en forma sucesiva hasta alcanzar la confluencia de 70% - 80% (7-10
dias). Luego de alcanzar la confluencia se procedi6 a realizar los sub-
cultivos, para ello se realizd la tripsinizacion de las células adheridas
mediante la incubacion con tripsina EDTA 0.25 (Sigma, US) por 5
minutos a 37°C. Luego de ello se realiz6 un lavado con medio completo a-
MEM (1500 rpm x 10 minutos) realizandose luego el recuento y viabilidad
celular con el colorante Trypan Blue en camara de Neubauer. Se realizaron
los sub-cultivos a razén de 5000 células viables por cm? de frasco de

cultivo (frasco de 75 cm?). Se realizaron en total 3 pasajes para luego
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B)

proceder a realizar los experimentos, evaluaciones y criopreservacion de

las células en nitrégeno liquido a -170°C.

CARACTERIZACION DE LAS CELULAS MADRE
MESENQUIMALES.

La caracterizacion de las MSC se realizo de acuerdo al consenso de la
ISCT — 2006 que define las caracteristicas de las MSC de origen humano
en tres aspectos:

Adherencia al plastico en cultivo

En los frascos de cultivo presentan aspecto fibroblastico y se encuentran

adheridas, siendo dificil su desprendimiento por enjuagues sucesivos.

Fenotipo por citometria de flujo

La inmunofenotipificacion se realiz6 de acuerdo al protocolo Human MSC
Analysis Kit (BD Stemflow, US). Las células fueron obtenidas del 3er
pasaje de cultivo y concentradas en razén de 5x10%/mL en una solucion
buffer (BD Pharmingen™ Stain Buffer- FBS). Se realiz6 la marcacion con

los siguientes anticuerpos:

Marcadores positivos Marcadores negativos
0 CD73 ] CD45
[ CD 105 ] CD34
0 CD90 ] HLA-DR
] CD19
] CD11b
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El marcaje y analisis citométrico se realizd de acuerdo al siguiente

esquema de trabajo:

MSC de cultivo
celular
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1. Anti CD90 FITC
2. Anti CD44 PE
3. Anti CD105 PerCP-Cy5.5

4. Anti CD73 APC

5. Solo células
6. Control de isotipo POS y NEG

7. Coctel NEG PE: CD34, CD11b,
CD19, CD45, HLA-DR.

Coctel POS: CD90 FITC, CD73 APC,
CD105 PerCP-Cy5.5

8. Coctel isotipo POS

9. Coctel POS + anti CD44 PE




Luego de adicionar los anticuerpos monoclonales respectivos por tubo, se
adiciond 100 uL de la suspension celular a cada tubo y se incubd por 30
minutos en oscuridad. Seguidamente se realizdé lavado con la solucidn
FBS, resuspendiéndose en 500 uL de FBS, para el analisis en el citometro
de flujo (FACScalibur BD, US). Se realizaron las compensaciones
respectivas con los tubos 1-4, para luego determinar la positividad y

porcentaje de pureza de cada marcador expresado por MSC-CU.

Diferenciacion celular en cultivo

A partir del 3er pasaje del cultivo se realizaron ensayos de diferenciacion
hacia los linajes osteogénico, condrogénico y adipogénico de acuerdo a los
siguientes protocolos:

3.1 Diferenciacion condrogénica

Se utilizo el kit de diferenciacion STEMPRO® Chondrogenesis
Differentiation Kit (Gibco, US). A partir del cultivo celular de MSC se
obtuvo una suspension de 1.6x10° células viables /mL. En placas de
cultivo de 6 pozos (CytoOne, Korea) se colocd en forma de gota un
volumen de 5 uL de la suspensidn celular en dos pozos para diferenciacion
condrogeénica y un pozo como control y se dejo incubar por 2 horas en
condiciones de humedad alta con la finalidad de formar la micromasa
(esferoide). Luego se afiadid el medio de condrogénesis a los pozos de
diferenciacion y medio a-MEM completo al pozo control y se incubd a
37°C y 5% de CO?, cambiando de medio cada 2 a 3 dias hasta por 14 dias.
Luego se colocd las esferas obtenidas en tubos con el fijador formol neutro

al 10% en un volumen de 2 mL. Se realizé el procesamiento histologico en
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forma de biopsia para obtener cortes histologicos, los cuales fueron

coloreados con Alcian Blue (Biolab, Argentina).

3.2 Diferenciacion osteogénica

Se utiliz6 el kit de diferenciacion STEMPRO® Osteogenesis
Differentiation Kit (Gibco, US). A partir del cultivo celular de MSC se
obtuvo una suspension de células viables y se cultivd en placas de cultivo
tratadas de 6 pozos (CytoOne, Korea) a razon de 5000 cel/cm? y se dejo en
cultivo con el medio a-MEM completo a 37°C y 5% de CO? por 24 horas.
Luego se realizd el cambio de medio con el medio de diferenciacion
osteogénica incubandose en las mismas condiciones y realizando cambios
de medio cada 2 a 3 dias hasta por 14 dias. Luego se realizo la técnica de

coloracién con el colorante Alizarin Red S (Biolab, Argentina).

3.3 Diferenciacion adipogénica

Se utilizd el kit de diferenciacion STEMPRO® Adipogenesis
Differentiation Kit (Gibco, US). A partir del cultivo celular de MSC se
obtuvo una suspension de células viables y se cultivd en placas de cultivo
tratadas de 6 pozos (CytoOne, Korea) a razon de 10,000 cel/cm? y se dejo
en cultivo con el medio o-MEM completo a 37°C y 5% de CO? por 24
horas. Luego se realizd el cambio de medio con el medio de diferenciacion
adipogénica incubandose en las mismas condiciones y realizando cambios
de medio cada 2 a 3 dias hasta por 14 dias. Luego se realiz6 la técnica de

coloracién con el colorante Oil Red (Biolab, Argentina).
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C) OBTENCION Y CULTIVO DE FIBROBLASTOS DERMICOS.
La muestra de piel fue obtenida bajo consentimiento informado (Anexo 2)
durante un procedimiento de cirugia traumatolégica. La muestra de tejido
obtenido fue de 2cm x 2cm el cual fue colocado en un frasco con el medio
de transporte que consisti6 del medio D-MEM (Gibco, US) con
antibioticos al 1% (P/S/A). La muestra obtenida fue procesada en cabina
de bioseguridad dentro de las 2 horas de extraido el tejido. EI método de
aislamiento de los fibroblastos dérmicos se realizé por medio de la técnica
de explante, colocandose pequefios trozos previamente cortados en placas
de cultivo tratadas de 6 pozos (CytoOne, Korea) con el medio D-MEM
suplementado con HPL al 10% vy antibiéticos al 1% (P/S/A) se incubo a
37°C y 5% de CO?. Se cambi6 de medio cada 3 dias hasta por 10 dias,
observando células alrededor de cada tejido fijado sobre la placa de
cultivo. Se retird el tejido y se continud incubando hasta obtener
confluencia del 70% - 80%. Se realizaron pasajes sucesivos hasta el pasaje
3 para luego realizar los experimentos y criopreservar en nitrégeno

liquido.

D) OBTENCION DEL CONCENTRADO PLAQUETARIO HUMANO.
El concentrado plaquetario fue obtenido mediante la técnica de aféresis
sanguinea a partir de un donante voluntario de 25 afios de edad y bajo
consentimiento informado (Anexo 3), de acuerdo a normas nacionales
establecidas para una donacién de plaquetas por aféresis. El procedimiento

de aféresis se realiz6 usando el kit de aféresis TRIMA ACCEL (Terumo
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E)

F)

BCT, US) en su correspondiente separador celular. Se obtuvo un producto
de 200 mL con una concentraciébn de 1500 plaquetas/uL y una
contaminacion de leucocitos <5x10°. El concentrado plaquetario, también
denominado PRP fue alicuotado en dos partes de 100 mL cada uno. Una
de las partes fue congelada a -20°C hasta por un maximo de 6 meses. La
otra parte fue centrifugada en tubos conicos de 50 mL a 2500 rpm x 15
minutos, con la finalidad de obtener un plasma pobre en plaquetas (PPP)
para la obtencion del gel de fibrina pobre en plaquetas (GFPP). El PPP fue

alicuotado y conservado a -20°C hasta por 6 meses.

PREPARACION DEL LISADO PLAQUETARIO HUMANO (HPL)
A partir del concentrado plaquetario obtenido por aféresis, se alicuota un
volumen de 50 mL para la preparacion del HPL, de acuerdo a protocolo

establecido ©°

, el cual consistio en sucesivas etapas de congelamiento y
descongelamiento del producto con la finalidad de liberar los factores de
crecimiento. Como etapa final se centrifugo y filtré con filtros de 0.22 um

para luego congelar a -70°C en alicuotas de 5 mL.

PREPARACION DEL GEL DE FIBRINA RICO EN PLAQUETAS
COMBINADO CON Y SIN CELULAS MADRE
MESENQUIMALES.

Se disefiaron diferentes productos a partir del PRP y las MSC de acuerdo a

los siguientes protocolos:
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1) GEL DE FIBRINA RICO EN PLAQUETAS (GFRP) EN
FUNCION DEL CONCENTRADO PLAQUETARIO.
En placas de cultivo de 6 pozos se prepararon por duplicado y en tres
concentraciones de plaquetas de acuerdo a la siguiente combinacién:
A. Solucion activadora (SA): 300 uL
00 Cloruro de calcio 0.025 mol/L (Siemens,
Germany)
0 Trombina bovina 50 Ul/ml (Siemens,
Germany)
B. Concentrado plaquetario (PRP): 3 mL
0 CP1: Plaquetas 1.5 x 108/uL
0 CP2: Plaquetas 1.0 x 108/uL

0 CP3: Plaquetas 0.5 x 108/uL

Esquema de preparacion:

3miCP1 3mICP2 3mICP3
- + -

SA SA SA
3miCP1 3mlCP2 3mICP3
- + +
SA SA SA
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Luego de la preparacion se incubd a 37°C por 96 horas, retirando el
liquido liberado del gel formado a las 6, 24, 48 y 96 horas, los cuales

fueron congelados a -20°C en crioviales.

GEL DE FIBRINA POBRE EN PLAQUETAS CON CELULAS MADRE

MESENQUIMALES

A partir del PPP previamente obtenido y congelado se prepararon
geles de fibrina pobres en plaquetas y se mezclaron con las células
madre mesenquimales obtenidas del cultivo celular respectivo y de
acuerdo a la siguiente combinacion en placas de cultivo de 6 pozos por
duplicado:
A. Solucioén activadora (SA): 300 uL

] Cloruro de calcio 0.025 mol/L

[ Trombina bovina 50Ul/ml

B. Plasma pobre en plaquetas (PPP): 1500 uL
C. Medio de cultivo a-MEM: 1500 uL
D. Células madre mesenquimales (MSC)

0 200,000 células/pozo

Luego de la preparacion se incubé a 37°C hasta por 96 horas,
retirando el liquido liberado del gel formado a las 6, 24, 48 y 96 horas.

El liquido fue alicuotado y congelado a -20°C.
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2) GEL DE FIBRINA RICO EN PLAQUETAS CON CELULAS
MADRE MESENQUIMALES
En placas de cultivo de 6 pozos se prepard el gel de fibrina rico en
plaquetas con adicion de las células madre mesenquimales antes de la
formacion de fibrina, con el consiguiente atrapamiento en el gel de las
células adicionadas. Se prepardé por duplicado de acuerdo a las

siguientes condiciones:

A. Solucioén activadora (SA): 300 uL
] Cloruro de calcio 0.25 mM
0 Trombina bovina
B. Concentrado plaquetario (1.5x10%/ul): 1500 uL
C. Medio de cultivo a-MEM: 1500 uL
D. Células madre mesenquimales (MSC)

0 200,000 células/pozo

Luego de la preparacion se incubé a 37°C hasta por 96 horas,
retirando el liquido liberado del gel formado a las 6, 24, 48 y 96 horas.

El liquido fue alicuotado y congelado a -20°C.
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G) DETERMINACION DEL EFECTO DE LA CONCENTRACION DE
PLAQUETAS EN LA LIBERACION DEL FACTOR DE
CRECIMIENTO DERIVADO DE PLAQUETAS (PDGF-BB) EN

FUNCION AL TIEMPO DE INCUBACION.

Mediante la técnica de ELISA se determind el efecto de liberacion del
factor de crecimiento derivado de plaquetas BB (PDGF-BB) en funcion de
la concentracion plaquetaria y en diferentes tiempos de incubacién de
acuerdo al siguiente esquema:

a) Concentracion plaquetaria A (CPA): 0.5 x10%ul

b)  Concentracion plaquetaria B (CPB): 1.0 x 10%/ul

c) Concentracion plaquetaria C (CPC): 1.5 x 108/ul
Solucion activadora (SA): cloruro de calcio + trombina bovina (1:1)

Preparacion de geles plaquetarios con activacion al 10% de SA: Se
realizaron las siguientes combinaciones en placas de cultivo de 6 pozos

por triplicado, incubandose luego a 37°C y 5% de COZ2.

a. Gell:2.7mlCPA+0.3mlISA
b. Gel2:2.7 ml CPA+ 0.3 ml SA

c. Gel3:2.7mlCPA+0.3mISA

Tiempos de evaluacion: 12, 48, 96 y 120 horas.
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H) DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE LIBERACION
DE FACTORES DE CRECIMIENTO Y MOLECULAS

INMUNOMODULADORAS.

En las muestras de liquido liberado por los geles preparados (medio
condicionado) y obtenido en las diferentes horas de incubacion, se
midieron los factores de crecimiento: EGF (Human EGF Quantikine
ELISA Kit- R&D Systems, US), PDGF-BB (Human PDGF-BB
Quantikine ELISA Kit- R&D Systems) y VEGF (Human VEGF
Quantikine ELISA Kit- R&D Systems, US), de acuerdo a los protocolos
establecidos por el fabricante mediante la técnica de ELISA. De otro lado,
se midieron moléculas implicadas en procesos inmunomodulatorios: TGF-
Bl (Human TGF-B1 Quantikine ELISA Kit- R&D Systems, US) y
prostaglandina E2 (Prostaglandin E2 Parameter Assay Kit- R&D Systems,
US). Se descongelaron las muestras de los diferentes tiempos de
incubacién de los geles (6, 24, 48 y 96 horas), se midieron las muestras
por triplicado, se prepararon los estandares para cada ELISA y se hicieron
diluciones a las muestras en funcion a la recomendacion del fabricante.
Los lavados durante el proceso se realizaron usando un sistema automatico
(Rayto-RT 3100). La lectura final de la reaccion se realizé usando el lector
de ELISA (Rayto-RT 2100C) con medicion de longitudes de onda de 450
nm y 570 nm. La curva de calibracion de cada analito se grafico en el
programa Microsoft Excel y se extrapolaron los valores para cada lectura

de las muestras evaluadas.
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I) EFECTO DE CIERRE DE HERIDA EN UN MODELO IN VITRO

EN CULTIVO DE FIBROBLASTOS DERMICOS.

El efecto de cierre de herida in vitro se realizd mediante la técnica celular
(wound healing assay) en cultivo de fibroblastos dérmicos (Fig.2). El
liquido liberado a las 48 horas de incubacion a partir de la preparacion de
los geles bioldgicos fue utilizado para suplementar el medio de cultivo D-
MEM (Gibco, US). Previamente se acondicionaron las placas de cultivo de
6 pozos generando un surco de 2 mm de ancho en cada pozo. Luego se
cultivaron fibroblastos previamente tripsinizadas de cultivo reciente en
pasaje 3 y se colocaron en los pozos en razon de 10,000 células/cm? con
medio completo D-MEM suplementado con HPL al 5% y antibidticos al
1% (P/S/A). Se incubaron por 48 horas a 37°C y 5% de CO? luego del cual
se retir6 el medio de cada pozo y se realizé un lavado con medio D-MEM
para eliminar las células no adheridas. Seguidamente se retir0 la cinta de
separacion que género un surco libre de células. Seguidamente se adiciono
a cada pozo correspondiente el medio D-MEM suplementado con
diferentes productos de liberacion de los geles preparados, de acuerdo al
siguiente esquema:

Placa A:

a. Pozo 1: Medio suplementado con HPL al 10% (control)

b. Pozo 2: Medio suplementado con SBF al 10% (control)

c. Pozo 3: Medio suplementado al 10% con liquido del gel de fibrina

rico en plaquetas.
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d. Pozo 4: Medio suplementado al 20% con liquido del gel de fibrina

rico en plaquetas.

Placa B:

a. Pozo 1: Medio suplementado con HPL al 10% (control)

b. Pozo 2: Medio suplementado con SBF al 10% (control)

c. Pozo 3: Medio suplementado al 10% con liquido del gel de fibrina y
MSC.

d. Pozo 4: Medio suplementado al 20% con liquido del gel de fibrina y

MSC.

Placa C:

a. Pozo 1: Medio suplementado con HPL al 10% (control)

b. Pozo 2: Medio suplementado con SBF al 10% (control)

c. Pozo 3: Medio suplementado al 10% con liquido del gel de fibrina
rico en plaguetas y MSC.

d. Pozo 4: Medio suplementado al 20% con liquido del gel de fibrina

rico en plaquetas y MSC.

Todos los cultivos fueron incubados a 37°C y 5% de CO? y se fue
evaluando el cierre del surco por el crecimiento de los fibroblastos,
tomando fotografias y determinando el porcentaje de cierre hasta por 48

horas de incubacién, con evaluaciones cada 12 horas.
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CULTIVO DE
CELULAS CON
SURCO EN POZO

INCUBACION
POR 48 HORAS Y
LIBERACION DEL
SURCO
SURCO LIBRE DE
CELULAS
INCUBACION
POR 48 Hrs.
CIERRE DE
SURCO
PATRON DE EVALUACION:
0% 25% 508 100%

Fig.2: Esquema del ensayo de cierre de herida in vitro (wound healing

assay).

J) EFECTO PROLIFERATIVO DE LOS FACTORES DE
CRECIMIENTO SOBRE EL CULTIVO DE FIBROBLASTOS

DERMICOS.

Los fibroblastos dérmicos obtenidos en cultivo fueron cultivados en placas
de cultivo de 96 pozos (CytoOne, Korea) en razon de 5,000 células/cm? con
medio DMEM suplementado con 5% de HPL a 37°C y 5% de CO? por 4
horas, verificandose al microscopio invertido la adherencia de las células en

cultivo. Seguidamente se retiré el medio de cultivo y se realizd un enjuague
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con el medio DMEM para luego afiadir a cada pozo el respectivo medio
DMEM suplementado con el liquido liberado a las 48 horas de incubacion a
partir de la preparacion de los geles de bioldgicos de acuerdo al siguiente

esquema de cultivo y por triplicado cada ensayo:

Pozo 1: Medio suplementado con HPL al 5% (control)
Pozo 2: Medio suplementado con HPL al 10% (control)
Pozo 3: Medio suplementado con SBF al 10% (control)

Pozo 4: Medio suplementado al 10% con liquido del gel de fibrina rico en

plaguetas.

Pozo 5: Medio suplementado al 20% con liquido del gel de fibrina rico en

plaguetas.

Pozo 6: Medio suplementado al 10% con liquido del gel de fibrina rico en

plaquetas y MSC.

Pozo 7: Medio suplementado al 20% con liquido del gel de fibrina rico en

plaquetas y MSC.

Todos los cultivos fueron incubados a 37°C y 5% de CO? por 48 horas,
luego del cual se realizo la técnica de MTT usando el kit MTT Cell Growth

Assay Kit (Sigma, US) de acuerdo al protocolo estandarizado.
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5.3 ASPECTOS ETICOS

El presente estudio fue aprobado por el comité de ética para humanos de la
Universidad Peruana Cayetano Heredia (codigo CIE-UPCH N° 66252) y se
establecieron los consentimientos informados (Anexos 1,2 y 3) para la toma
de muestra de los productos bioldgicos (obtencion de plaquetas por aféresis,
obtencién de biopsia de piel y obtencién de cordén umbilical humano) con
los cuales se realizaron los ensayos. Tambien se obtuvo la aprobacion del
comité de ética del Hospital Nacional Cayetano Heredia para la obtencion

de las muestras biolégicas correspondientes (codigo N° 027-16).

5.4 PLAN DE ANALISIS ESTADISTICO
Los valores se expresaron como el promedio * error estandar de la media.
Los resultados cuantitativos obtenidos fueron analizados mediante el uso del
software estadistico GRAPHPAD PRISM versién 7. Las comparaciones
entre grupos fueron hechas por el analisis de varianza ANOVA factorial y
one-way ANOVA. El test Two-way RM ANOVA Matching by cols se
utilizd para comparaciones multiples. Un valor de probabilidad menor de

0.05 (p<0.05) fueron considerados estadisticamente significativos.
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VI. RESULTADOS

1) CULTIVO DE LAS CELULAS MADRE MESENQUIMALES

Las células tuvieron el aspecto fibroblastico caracteristico (Fig.3) y fueron
expandidas hasta 4 pases. Se obtuvo un aproximado de 1x10° de células en
un frasco de cultivo de 25cm? y 3x108 en 75 cm?. Se obtuvo un crecimiento
positivo a las 48 horas de cultivo y alcanzaron la confluencia de 70-80% a
los 7 dias de cultivo, luego del cual se realizaron pases sucesivos previo
desprendimiento de la monocapa de células adheridas mediante
tripsinizacion, cambiando de morfologia tal como se muestra en la foto a
menor y mayor aumento (Fig.4 y 5). Se sub-cultivd a razon de 5000 cel/cm?

en nuevos frascos de cultivo de 75cm? hasta realizar 4 pases en total.

Fig.3: Células madre mesenquimales de corddén umbilical humano en
cultivo. Las células muestran el aspecto fibroblastico caracteristico.

(microscopia invertida 40X).
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Fig.4: MSC-CU en proceso de tripsinizacion. Las células adoptan una
morfologia circular a medida que van desprendiéndose de la superficie del

frasco de cultivo.

Fig.5: Morfologia de las MSC-CU a mayor aumento, en proceso de

desprendimiento en el frasco de cultivo celular.

34



2) INMUNOFENOTIPO DE MSC-CU POR CITOMETRIA DE FLUJO

El analisis de citometria mostr6 una poblacién variada en tamafio y
complejidad celular, del cual se seleccion6 el area de mayor densidad para los
analisis correspondientes (Fig. 6). Los marcadores positivos y negativos
fueron analizados con su respectivo control de isotipo (Fig.7), mostrando una
pureza mayor al 98% en los marcadores positivos (CD90, CD105 y CD73) y
una contaminacion menor de 2% en el coctel de marcadores negativos
(CD45, HLA-DR, CD19, CD34, CD11b), cumpliendo con los estandares

internacionales establecidos.

SSC-H :: Side Scatter

o 200 400 BOD 200 1,0K
FSC-H :: Forward Scatter

Fig.6: Analisis por citometria de flujo de las MSC cultivadas en funcion al

tamafio y complejidad celular.
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A) Citometria de flujo de MSC con el coctel negativo y control de isotipo
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B. Citometria de flujo con marcadores positivos de MSC

Fig. 7: Analisis por citometria de flujo de los marcadores positivos y
negativos de MSC-CU. A) Andlisis de marcadores negativos. B) Anélisis

de marcadores positivos.
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3) DIFERENCIACION DE MSC-CU

Luego de 14 dias de cultivo en los medios de diferenciacién, se realizaron
las coloraciones para evidenciar la diferenciacion hacia los linajes

correspondientes.

3.1 DIFERENCIACION ADIPOGENICA

Hubo una diferenciacion positiva evidenciada por la presencia de vacuolas

lipidicas intracelulares que se tifieron de rojo con el colorante especifico

para adipocitos (Fig.8 y 9).

Fig.8: Vacuolas lipidicas intracelulares en MSC-CU diferenciadas en medio

adipogénico.
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Fig.9: Coloracién con Oil Red del cultivo de diferenciacion adipogénica de
MSC-CU. La flecha indica vacuolas coloreadas de color rojo.

3.2 DIFERENCIACION OSTEOGENICA

Hubo una diferenciacion positiva evidenciada por la presencia de depésitos
de calcio extracelular derivados de los osteoblastos maduros y que se tifien

de rojo-anaranjado intenso con el colorante Rojo de Alizarin (Fig. 10 y 11).

Fig.10: Depésitos de calcio en cultivo de diferenciacion osteogénica.
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Fig. 11: Coloracion con Rojo de Alizarin del cultivo de diferenciacion

osteogénica de MSC-CU.

3.3 DIFERENCIACION CONDROGENICA

Se realizaron cortes histolégicos a la esfera de cartilago formada a partir del
cumulo de células que fueron diferenciadas con medio condrogénico. Al ser
coloreadas con Alcian blue mostraron la presencia de matriz extracelular
caracteristico de tejido cartilaginoso, especificamente mucosustancias
fuertemente sulfatas, el cual se muestra como fibras coloreadas de color

celeste (Fig.12).
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Fig.12: Corte histologico coloreado con Alcian Blue que muestra fibras de

color celeste correspondiente a la matriz extracelular de condrocitos.

CULTIVO DE FIBROBLASTOS DERMICOS

Los fibroblastos dérmicos crecieron en monocapa sobre el frasco de cultivo
obteniéndose una confluencia al 70-80% al quinto dia después del

subcultivo (Fig. 13).
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Fig.13: Cultivo de fibroblastos dérmicos en confluencia al 70% (10X)

5. OBTENCION DEL GEL DE FIBRINA POBRE EN PLAQUETAS.

Se obtuvo un gel semisolido a partir de la activacion del plasma pobre en
plaguetas, observandose al microscopio invertido un aspecto granulado

uniforme correspondiente a la fibrina (Fig.14).

Fig.14: Gel de fibrina pobre en plaquetas observado bajo microscopia

invertida (10X).
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6. OBTENCION DEL GEL DE FIBRINA RICO EN PLAQUETAS.

Se obtuvo un gel de consistencia semisélida que, al ser observado en

microscopia invertida, evidencio la presencia de granulos gruesos

correspondientes a las plaquetas en la malla de fibrina (fig.15).

Fig.15: Gel de fibrina rico en plaquetas observado bajo microscopia

invertida (40X).

7. OBTENCION DEL GEL DE FIBRINA RICO EN PLAQUETAS

COMBINADO CON CELULAS MADRE MESENQUIMALES.

Se obtuvo un gel semis6lido (Fig.16) que después de 48 horas de
incubacion en condiciones de cultivo celular se observé el crecimiento de
la MSC-CU en forma espigada sobre la malla de fibrina con plaquetas

(Fig.17).
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Fig.16: Gel de fibrina rico en plaquetas con células madre mesenquimales.

Fig.17: Gel de fibrina con plaquetas y células madre mesenquimales

(forma espigada) en condiciones de cultivo celular (10X).
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8. MEDICION DE LA LIBERACION DE LAS BIOMOLECULAS A
PARTIR DEL GEL PLAQUETARIO CON Y SIN CELULAS

MADRE MESENQUIMALES.

Las mediciones se realizaron en el liquido liberado por los geles
respectivos, en las placas de cultivo de 6 pozos. El liquido liberado fue
evaluado por medio de la técnica del ELISA tipo sdndwich de acuerdo a
las instrucciones del fabricante, en placas de 96 pozos. Se us6 como
control de la presencia de los factores de crecimiento, el sobrenadante del

cultivo de MSC-CU suplementado con LPH.

a. EVALUACION DEL EFECTO DE CONCENTRACION
PLAQUETARIA Y CINETICA DE LIBERACION DEL FACTOR

DE CRECIMIENTO DERIVADO DE PLAQUETAS BB (PDGF-BB)

Se determiné por ELISA la concentracion de proteina liberada en las
concentraciones de plaquetas descritas y en los tiempos de incubacion
hasta por 120 horas. Se muestra (Tabla 1) la concentracién de liberacion
en funcion a la concentracion plaquetaria y el tiempo de incubacién. Los
resultados obtenidos muestran una liberacion constante significativa
(p<0.0001) hasta las 120 horas de incubacion entre la concentracion mas

alta (1.5 x 10° pg/ul) y las mas baja (0.5 x 106 pg/ul).
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Tabla 1. PDGF-BB liberado en pg/mL en funcion al tiempo de incubacién

y
TIEMPO
¢ (horas)
Concentracion 12 48 96 120
pr]aquetaria (pg/mL) (pg/mL) (pg/mL) (pg/mL)
v 46217
22741 +/- 45785 +/- 46541 +/-

k5 x 106

191 223 287 +/-231
po/ul
t 48712 +/- 40726 +/- 35514 +/- 36171 +/-
1.0 x 106
r 188 234 256 198
pg/ul
a
0.5 x 106 37131 +/- 14510 +/- 11958 +/- 10887 +/-
c

270 178 234 255
qq/ul
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Fig. 18: Cinética de liberacion del PDGF-BB a partir del gel en funcién de
la concentracion plaquetaria. Los datos representan el promedio + error
estandar de la media. Test Two-way RM ANOVA Matching by cols.

Valores de p< 0.05 fueron considerados significativos.

Two-way RM ANOVA Matching by cols

Source of Variation % of total variation P value
Interaction 41.76 P<0.0001
Time 2.28 P<0.0001
Concentracion plaquetaria 55.93 P<0.0001
Subjects (matching) 0.0112 0.1008

. DETERMINACION DEL FACTOR DE CRECIMIENTO DERIVADO

DE PLAQUETAS FRACCION BB.

Se descongelo las muestras obtenidas a las 6, 24, 48 y 96 horas de cada gel
preparado y se realiz6 un ELISA con curva de calibracion para determinar la

cantidad de PDGF-BB liberada en la muestra. Los resultados muestran
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valores promedio altos para los preparados que contienen plaquetas en su

composicion y los que no contienen plaguetas valores mucho menores

(p<0.0001). Ademas, se evidencia una liberacién constante del PDGF-BB

tanto en el producto de plaquetas solas y mezcladas con células MSC

(Fig.19).

Tabla 2. Concentracion de PDGF-BB (pg/mL) obtenido en cada producto

elaborado y en los tiempos de incubacion propuestos.

TIEMPO
6 horas 24 horas 72 horas 96 horas
PRODUCTO (pg/mL) (pg/mL) (pg/mL) (pg/mL)
38050 +/- 45050 +/- 39050 +/-
55050 +/- 165
170 234 176
GEL PQ
39050 +/- 51050 +/- 53050 +/-
39050 +/- 345
154 167 178
GEL PQ + MSC
11050 +/- 12050 +/-
GEL FIBRINA 11050 +/- 187 8050 +/- 167
145 190
+ MSC
GEL DE
7050 +/- 188 | 8050 +/- 128 | 1050 +/- 219 | 1050 +/- 132
FIBRINA
MSC
10050 +/- 12050 +/-
CULTIVO + 11050 +/- 168 | 9050 +/- 133
134 147
HPL
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Fig. 19: Comparacion de la liberacion de PDGF-BB a partir de los
diferentes productos preparados hasta las 96 horas de incubacion. Los datos
representan el promedio + error estdndar de la media (SEM). Se hizo un test
Two-way RM ANOVA Matching by cols. Valores de p< 0.05 fueron
considerados significativos. Gel Pg=gel de plaquetas, MSC=células madre

mesenquimales, HPL=Lisado plaquetario humano.

DETERMINACION DEL FACTOR DE CRECIMIENTO

EPIDERMICO

La liberacion de EGF en el medio condicionado mostro una cinética
constante similar a la liberacion de PDGF-BB, y la mayor liberacion se dio

en los productos que contenian plaqueta como constituyente y muy poca
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liberacion de los otros productos pobres en plaquetas. Al andlisis en
conjunto de la liberacion a lo largo de 96 horas, se determind una
significancia (p<0.05) con respecto a los productos que solo contenian

fibrina o fibrina con células (fig.20).

Tabla 3. Concentracion de EGF (pg/mL) liberado por cada producto hasta

las 96 horas.
TIEMPO
(horas)
6 24 72 96
PRODUCTO (pg/mL) (pg/mL) (pg/mL) (pg/mL)
2920 +/- 270 | 1562 +/- 345|3062 +/- 253 3262 +/- 341
GEL PQ
ELPQ +
G Q 3320 +/- 321 | 3129 +/- 245|2762 +/- 156 1562 +/- 199
MSC
GEL
FIBRINA + 32 +/-5 42 +/- 4 13 +/-3 3+/-2
MSC
GEL DE
53 +/- 6 13 +/-6 3+/-1 3+/-2
FIBRINA
MSC
CULTIVO +| 262+/-16 462 +/- 19 | 662 +/- 35 132 +/- 23
HPL

49




4000~

3000
—~ T T
=
(@)
< 20004
L
@)
' 1000- a,b

a,b a,b
O 1 1 | | i
(0N . \%
Oe'\Q xQ% x Q’io‘\(\ F
QQ R &© ,@o
o® N\

a: p<0.0001 vs. Gel Pq
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c: p<0.0001 vs. Gel Fibrina + MSC
d: p<0.0001 vs. Gel de Fibrina

Fig.20: Comparacion en grupos de la liberacion de EGF hasta las 96 horas

de incubacion. Los datos representan el promedio + error estandar de la

media (SEM). Se hizo un test Two-way RM ANOVA Matching by cols.

Valores de p< 0.05 fueron considerados significativos. Gel Pg=gel de

plaquetas, MSC=células madre mesenquimales, HPL=Lisado plaquetario

humano.

d. DETERMINACION DEL FACTOR DE CRECIMIENTO

ENDOTELIAL VASCULAR

La liberacion de VEGF en el medio condicionado mostro una cinética

constante similar a la liberacion de PDGF-BB y EGF, y la mayor liberacion
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se dio en los productos que contenian plaquetas como constituyentes y muy

poca liberacion de los otros productos pobres en plaguetas. Se evidencio

una mayor liberacion del producto que contenia plaquetas y células, aunque

no fue estadisticamente significativo. Al analisis en conjunto de la

liberacion a lo largo de 96 horas, se determind una significancia (p<0.05)

con respecto a los productos que solo contenian fibrina 6 fibrina con células

(Fig.21).

Tabla 4. Concentracion de VEGF (pg/mL) liberado por cada producto hasta

las 96 horas.
TIEMPO
6 horas 24 horas 72 horas 96 horas
PRODUCTO (pg/mL (pg/mL) (pg/mL) (pg/mL)
1550 +/- 35|1785 +/- 48| 1750 +/-56 | 1810 +/- 34
GFRP: GEL PQ
GFRP-MSC: GEL ND | 4118 +/- 78| 3451 +/- 76 | 3800 +/- 88
PQ + MSC
GFPP-MSC: GEL 118 +/- 23 | 451 +/-15 | 500 +/- 25 350 +/- 35
FIBRINA + MSC
GFPP: GEL DE 100 +/-10 | 118 +/-14 | 90 +/-23 | 120 +/- 24
FIBRINA
MSC cultivadas con
451 +/- 17 | 1451 +/- 34| 1700 +/- 37 | 1900 +/- 45

HPL al 10%: MSC

CULTIVO + HPL

ND: No determinado
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Fig.21: Comparacion en grupos de la liberacion de VEGF en el medio
condicionado hasta las 96 horas de incubacion. Los datos representan el
promedio * error estandar de la media (SEM). Se hizo un test Two-way RM
ANOVA Matching by cols. Valores de p< 0.05 fueron considerados
significativos. Gel Pg=gel de plaguetas, MSC=células madre

mesenquimales, HPL=Lisado plaquetario humano.

e. DETERMINACION DE TGF-p1

La liberacion de TGF-B1 en el medio condicionado mostro también cinética
constante similar a la liberacion de los otros factores de crecimiento
evaluados, y la mayor liberacién se dieron en los productos que contenian
plaquetas como constituyentes y muy poca liberacion de los otros productos
pobres en plaquetas. La cantidad de proteina en ng/mL fue la mas alta
dentro de los factores evaluados requiriendo realizar diluciones de hasta 50

veces. Al andlisis en conjunto de la liberacion a lo largo de 96 horas, se
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determind una significancia (p<0.05) con respecto a los productos que solo

contenian fibrina o fibrina con células (Fig.22).

Tabla 5. Concentracién de TGF-B1 liberado por cada producto hasta las 96

horas.
TIEMPO
6 horas 24 horas 72 horas 96 horas
PRODUCTO (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
81 +/-3 91 +/-5 101 +/- 6 101 +/- 5
GEL PQ
51 +/-4 101 +/-6 111 +/-6 91 +/-10
GEL PQ + MSC
EL FIBRINA +
G 21 +/-5 22 +/- 8 31 +/-3 12 +/- 5
MSC
21 +/-4 12 +/- 3 1+/-1 1+/-1
GEL DE FIBRINA
M LTIVO +
SCCU © 82 +/-5 92 +/-7 91+/- 8 141 +/- 13

HPL
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Fig.22: Comparacion en grupos de la liberacion de TGF-B1 en el medio
condicionado hasta las 96 horas de incubacion. Los datos representan el
promedio * error estandar de la media (SEM). Se hizo un test Two-way RM
ANOVA Matching by cols. Valores de p< 0.05 fueron considerados
significativos. Gel Pg=gel de plaguetas, MSC=células madre

mesenquimales, HPL=Lisado plaquetario humano.

DETERMINACION DE PROSTAGLANDINA E2

La evaluacion de PGE2 se determin6 en dos tiempos de incubacion, con la

finalidad de demostrar la liberacion a partir de plaquetas 6 de células en
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cultivo con plaquetas. Los resultados muestran (Fig.23) que hay una

liberacion sostenida hasta las 72 horas a partir del producto del GFRP-MSC

en comparacion con el GFRP (p<0.01).

Tabla 6. Concentracion de PGE2 liberado en cada uno de los productos

elaborados
TIEMPO (horas)
Producto 24 72
(pg/mL) (pg/mL)
Gel de fibrina 0 1233 +/- 80
Gel de plaquetas + MSC 9166 +/- 210 11213 +/- 353
MSC + HPL 10% en gel 9043 +/- 290 12266 +/- 180
Concentrado plaquetario 0 0
Gel plaquetario 1520 +/- 85 848 +/- 201
Gel de fibrina + MSC 0 0
3 15000~
> -+ MSC + HPL 10% en Gel
2 - = Gel P+ MSC
N 10000- ./: -0~ Gel de Fibrina
_g -+ Concentrado plaquetario
T P<0.0001 -~ Gel plaquetario
= 5000 B -0~ Gel de Fibrina + MSC
&
D
2
o

I ——— =

24h

72h
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Two-way RM ANOVA Matching by cols

Source of Variation % of total variation P value
Interaction 1.97 P<0.0001
Time 1.02 P<0.0001
Treatment by group 96.65 P<0.0001
Subjects (matching) 0.0893 0.9683

Fig.23: Liberacion de PG-E2 en el medio condicionado. Se hizo un test
Two-way RM ANOVA Matching by cols. Los datos representan el
promedio + error estandar de la media (SEM). Valores de p< 0.05 fueron
considerados significativos. Gel Pg=gel de plaquetas, MSC=células madre

mesenquimales, HPL=Lisado plaquetario humano.

ENSAYO DE CIERRE DE HERIDA IN VITRO

De acuerdo al protocolo establecido para el ensayo, los cultivos de
fibroblastos que fueron suplementados con HPL al 5% y 10% mostraron un
efecto de cierre del surco del 100% a las 48 horas de incubacion. Cuando se
suplementd al 10% con el medio condicionado derivado del gel de fibrina
rico en plaquetas (gel plaquetario) se evidencié un 100% de cierre. Al
suplementarse al 10% con el medio condicionado derivado del gel
plaquetario con MSC, se obtuvo un 75% de cierre. Los productos que no
tenian plaquetas, no mostraron ningun efecto en el cierre. El aumento del
porcentaje de suplementacion a 20% retardo el efecto de cierre a 50% con el
gel plaguetario y 25% con el gel plaquetario y MSC. Un aumento del

porcentaje de suplementacion disminuye la cantidad de medio de cultivo,
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que es esencial para un adecuado crecimiento celular. Los ensayos se

realizaron por triplicado teniendo los mismos resultados.

Tabla 7. Suplementacion del cultivo de fibroblastos y su efecto sobre el

cierre de herida in vitro expresado en porcentaje.

MEDIO DE CULTIVO CON % CIERRE

POZO SUPLEMENTO (%) 48 Horas

Suero bovino fetal al 10%

1 50%

Lisado plaquetario humano al 5%

2 100%

Lisado plaquetario humano al 10%

3 100%

GFPP + MSC al 10%

4 0%

GFPP + MSC al 20%
5 0%

GFRP + MSC al 10%

6 75%

GFRP + MSC al 20%
7 25%

GFRP al 10%

8 100%

GFRP al 20%
9 50%
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Fig.24: Porcentaje del cierre de herida en funcion del tipo de medio
condicionado colocado como suplemento en el cultivo de fibroblastos.
GFRP=gel plaquetario, SBF=suero bovino fetal, GFPP=gel de fibrina,
MSC=células madre mesenquimales, Lisado Pqg= lisado plaquetario

humano.

10. EFECTO SOBRE LA PROLIFERACION DE FIBROBLASTOS

Los resultados muestran que la suplementacion con el medio condicionado
al 20% del gel plaquetario es significativo (p<0.0001) con respecto al gel
plaquetario con MSC. Comparado con el control de suplementacién (SBF al
10%) el gel plaquetario evidencia un efecto proliferativo superior
(p<0.0001) al 20% vy similar efecto cuando esta al 10% en el medio de
cultivo. El gel plaguetario con MSC suplementando al 20% el medio,
muestra similar efecto que el SBF al 10%. EI HPL al 10% muestra el mejor

efecto proliferativo que todos los productos disefiados (p<0.05).
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Tabla 8. Efecto de la suplementacion del medio de cultivo sobre la

proliferacion de fibroblastos dérmicos mediante el ensayo de MTT.

Pozo Suplemento en cultivo indice de proliferacion

1 Suero bovino fetal al 10% 0.72 +/- 0.022
2 Lisado plaquetario humano al 5% 0.77 +/- 0.015
3 Lisado plaquetario humano al 10% 1.25 +/- 0.05
4 MSC + gel plaquetario al 10% 0.42 +/- 0.02
5 MSC + gel plaquetario al 20% 0.67 +/- 0.03
6 Gel plaquetario al 10% 0.75 +/- 0.04
7 Gel plaquetario al 20% 1.1 +/-0.03
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Fig. 25: Se muestran los indices de proliferacion de fibroblastos cultivados
con los diferentes medios condicionados y suplementados en los porcentajes
que se indican. Los resultados se muestran en O.D. (densidad Optica para la
técnica de MTT). Los datos representan el promedio * error estandar de la
media (SEM). Se hizo un ANOVA Newman-Keuls Multiple Comparison

Test. Valores de p< 0.05 fueron considerados significativos.
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VILI.

DISCUSION

La presente investigacion tuvo como pilar fundamental una adecuada
obtencion y caracterizacion de MSC de cordon umbilical, para lo cual se
definié el aislamiento de MSC a partir de la regién proximal a la placenta, el
cual es recomendado de acuerdo a un estudio previo ©7, siendo de alta

capacidad proliferativa las células cultivadas.

Otro aspecto que fue incorporado en el protocolo de obtencién de MSC de
cordon umbilical, es la suplementacion de los cultivos con el lisado
plaquetario humano (HPL) ©®, el cual demostrd tener un mejor efecto
proliferativo del cultivo de MSC en comparacion con el suero bovino fetal
(SBF). En los ensayos de migracion y proliferacion celular se pudo
evidenciar la capacidad de estimulacion entre el SBF y el HPL, siendo este
altimo muy superior. EL HPL fue ademas usado como sustituto del SBF
para el cultivo de fibroblastos dérmicos, siendo un 5% suficiente para una
proliferacion adecuada. En el estudio de Sovkova y col. ®® mostraron que
una concentracion de 7% de HPL era comparable al 10% de SBF. También
el HPL muestra efecto proliferativo sobre las células endoteliales de vena de
cordon umbilical, que al suplementarse al 5% se obtiene la morfologia
caracteristica y una confluencia en un tiempo menor en comparacion con el

SBF al 10%, tal como lo evidencioé Hofbauer y col. €,

Las plaquetas son la principal fuente de factores de crecimiento tal como se
evidencia en estudios anteriores “446), De acuerdo a los ensayos realizados

se evidencié una relacion entre la cantidad plaquetaria y la liberacion del
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PDGF-BB, encontrandose que la concentracion de 1.5x10%/ul de plaquetas
presenta una mejor liberacién (p<0.0001) con respecto a las otras dos
concentraciones menores, lo que indica que la cantidad plaquetaria es un

factor esencial para la liberacion de los factores de crecimiento.

La formacion del gel de fibrina esta dada por el uso de agentes activadores,
y de acuerdo a un trabajo publicado ®%, ha mostrado que el suero tiene un
efecto liberador de los factores de crecimiento (trombina autéloga), pero en
el presente estudio se utilizé trombina comercial libre de suero para evitar el
efecto de las proteinas fibrinoliticas y de esa manera se mantuvo estable el
gel hasta por 5 dias. El cloruro de calcio como activador también ha sido
evaluado en la formacion del gel de fibrina, demostrando que hay una
liberacion constante de proteinas a lo largo de varios dias ©%, tal como

evidenciamos en el presente estudio.

La incorporacion de MSC sobre matrices de fibrina ha sido evaluada en
varios estudios &%, pero aqui evaluamos el crecimiento celular sobre el gel
de fibrina con plaquetas a una concentracion de 1.5x10° plaquetas/ul,
demostrando que las celulas pueden crecer y proliferar, manteniendo su
viabilidad mientras se encuentren en condiciones de cultivo, tal como se
demostrd en un estudio ®¥ | donde a concentraciones de 1x10° plaquetas/ul

y 2x10° plaquetas/ul mostraron viabilidades optimas de MSC hasta por 7

dias.

El principal aporte de la presente investigacion ha sido medir diversas

biomoléculas de caracter regenerativo e inmunomodulatorio liberados a
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partir de los geles de fibrina con plaquetas y/é combinadas con MSC-CU, en
condiciones de cultivo celular y del cual no existen publicaciones similares.
Los resultados mostraron que hay un comportamiento similar en la
produccién de PDGF-BB, EGF, VEGF y TGF-B1 en los productos
elaborados e incubados hasta las 96 horas. Evidenciamos que las plaquetas
son la principal fuente de produccion de las proteinas estudiadas tal como se
evidencio en un estudio anterior “®, y que al combinarse con MSC, no
encontramos diferencias significativas en la produccion de los factores
estudiados. Al medir las proteinas en los geles de fibrina pobre en plaquetas
y en los de fibrina solo con MSC, encontramos muy poca cantidad
(p<0.0001) en comparacion con los productos que contenian plaquetas.
Estos resultados sugieren el escaso aporte de MSC en el disefio del gel y
refuerza a las plaquetas como el principal constituyente para disefiar geles

de fibrina con fines regenerativos.

Se ha descrito a la prostaglandina E2 como uno de los principales factores
inmunomodulatorios producidos por MSC, por lo que se analiz6 su
liberacion en los productos disefiados, encontrandose una mayor liberacion
en el gel de fibrina con plaquetas y MSC en comparacion con el gel de
fibrina con plaquetas (p<0.0001) y con el gel de fibrina y MSC. Estos
resultados muestran que es la MSC el principal productor de PGE-2 y que
en forma similar a otro estudio previo ©®, no requiere de un estimulo
inflamatorio para su produccion en cultivo. Los resultados también
evidencian que MSC requiere de los factores de crecimiento para la

liberacion de PGE-2. La matriz de fibrina por si sola aparentemente no
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ejerce un efecto estimulatorio sobre MSC, lo que debe ser tomado en cuenta

para futuros estudios.

En el ensayo de cierre de herida los resultados evidenciaron que hay un
estimulo hacia la migracién y cierre del surco en cultivo de los fibroblastos
cuando se cultivan con el medio condicionado producido por el gel de
fibrina rico en plaquetas suplementado en el medio al 10% en forma similar
al cultivado con el lisado plaguetario al 10%. La suplementacion al 10% con
el gel de fibrina con plaquetas y MSC evidencio un cierre al 75% en el
mismo tiempo. Un menor efecto por parte del producto con MSC es debido
probablemente a que hay menos factores de crecimiento por el efecto
dilucional del medio de cultivo presente en el gel con MSC. La misma
tendencia se observo al suplementar con el 20%, lo que sugiere que el medio
de cultivo es un factor importante que se debe tomar cuenta para los ensayos
in vitro. Los productos que no contienen plaquetas, no promueven la
migracion, muy al contrario, evidenciaron muerte celular, por la falta de

factores de crecimiento.

El indice de proliferacion evaluado por la técnica de MTT, evidencié que
los fibroblastos proliferan cuando el medio de cultivo es suplementado con
los medios condicionados derivados de los geles que contienen plaquetas ya
sea con células o sin células, no habiendo proliferacion con los productos
que no contenian plaquetas. En un estudio previo ©®, demostraron el efecto
del plasma rico en plaquetas sobre el cultivo de fibroblastos gingivales,
encontrando similar efecto que, con el SBF, pero sin realizar ningun tipo de

activacion de las plaquetas, lo que no determina si el aporte de factores de
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crecimiento procede del plasma 6 de las plaquetas. En el presente estudio
demostramos que son las plaquetas las que generan el mayor aporte para el
crecimiento celular de los fibroblastos. A diferencia del modelo de cierre de
herida las concentraciones de suplementacion al 20% del gel de fibrina con
plaquetas tuvo mejor efecto proliferativo en comparacion con el gel de
fibrina con plaquetas y MSC (p<0.0001). Los resultados obtenidos no
evidencian un aporte de MSC en el medio condicionado, para estimular la

proliferacion de fibroblastos.

El gel de fibrina rico en plaquetas ¢ gel plaquetario, ha mostrado ser un
medio factible para su aplicacion como un biomaterial y se correlaciona con
otros estudios previamente publicados ©®. El presente estudio demuestra el
efecto significativo de las plaquetas como fuente de factores de crecimiento

en el contexto de la reparacion tisular a nivel dérmico.

El estudio realizado, si bien no evidencia un aporte de MSC en el disefio del
gel de fibrina y plaquetas, ha mostrado que puede promover la liberacion de
otras biomoléculas propias de MSC como la prostaglandina E2 y que es un
medio adecuado para el crecimiento celular de MSC, teniendo potencial

para futuros ensayos.
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VIII.

CONCLUSIONES

Se protocoliz6 de acuerdo a los estandares internacionales el
aislamiento, cultivo y caracterizacion de las células madre
mesenquimales derivados del cordén umbilical humano.

Se disefid exitosamente el gel de fibrina con plaquetas con
crecimiento celular de MSC dentro del gel, el cual puede ser usado
en futuras investigaciones.

Las plaquetas son la principal fuente de factores de crecimiento, no
habiendo un aporte adicional por parte de MSC en los geles de
fibrina disefiados.

Los ensayos de cierre de herida in vitro y de proliferacion de
fibroblastos dérmicos han evidenciado que no es necesario la
incorporacién de MSC en el gel de fibrina con plaquetas para fines
regenerativos.

La produccion de prostaglandina E2 por parte de MSC no evidencid
un aporte mayor que el de el gel con s6lo plaquetas en los ensayos in
vitro, no descartando su efecto in vivo.

En conclusion, el gel de fibrina con plaguetas y MSC muestra un
efecto regenerativo in vitro similar con el gel de fibrina con
plaquetas, lo que sugiere que este Gltimo producto es suficiente para

tratar las Ulceras de indole crénica a nivel clinico.
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IX.

RECOMENDACIONES

Para futuros estudios usando el gel de fibrina con plaquetas y MSC, también
se debe analizar la produccion de citoquinas, moléculas de adhesién y otras
moléculas con propiedades inmunomoduladoras, con la finalidad de definir
aun mas el rol que puedan cumplir cada uno de los productos biolégicos en la
regeneracion tisular. Se debe evaluar en mayor detalle el efecto sobre las

células endoteliales y queratinocitos.
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