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INTRODUCCION

Las quemaduras son un problema mundial de salud publica principalmente en
paises de bajos y medianos ingresos, ya que son una de las causas de morbilidad,
que incluye severa discapacidad fisica, psicolégica social, asi como grandes
periodos de hospitalizacion que a menudo conllevan a la estigmatizacién y el
rechazo. (Wolf et al., 2014) Datos de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS)

estiman 265 000 muertes al afio debido a quemaduras

En México, las quemaduras son una de las causas mas frecuentes de atencion
meédica en las salas de urgencias. Los nifios y los adultos mayores son los grupos
mas vulnerables de la poblacién. En México, mas del 18% de los lesionados
hospitalizados no sobrevive, a diferencia del 5.4% reportado en otros paises.
(Ramirez et al.)

Piel

La piel, también conocida como cutis o tegumento (derivado del latin
integumentum que significa “cubierta”) es el 6rgano mas grande del cuerpo ya
que, representan el 15-20% de masa corporal total con area aproximada de 1.8-2
m?2. (Zaidi and Lanigan, 2010a) Tiene varias funciones, siendo la mas importante la
proteccion del organismo, ya que actua como una barrera de proteccién ante
agentes fisicos, quimicos y biolégicos del ambiente externo, lo que permite limitar
la entrada y salida de agua electrolitos y diversas sustancias mientras proporciona
proteccion contra los micoorganismos, la radiacion ultravioleta, agentes téxicos y
lesiones mecanicas. Como o6rgano termorregulador presenta una funcion
homeostatica que contribuye a mantener un equilibrio en el ambiente interno

mediante la regulacion de la temperatura corporal a través de la sudoracién, de



esta manera se lleva a cabo un balance hidrico asi como funcion excretora. La piel
es capaz de brindar informacion sobre el ambiente externo, mediante diferentes
terminaciones nerviosas, las cuales permiten percibir estimulos de sensibilidad
como tacto, dolor y temperatura entre otros (Brodell and Rosenthal, 2008). Este
organo se encuentra en constante cambio, ya que las células de las capas
externas se desprenden continuamente y se sustituyen por células internas que

migran hasta la superficie.

Dado a que presenta funciones primordiales, cualquier lesion que se presente

debe ser tratada con rapidez.

El grosor de la piel difiere en las distintas regiones de la superficie corporal sin
embargo este grosor oscila entre 1 hasta mas de 5 um, siendo mas gruesa en las
regiones dorsales del cuerpo y mas delgada en los parpados (Kolarsick et al.,

2011).

Anatomia

La piel esta constituida principalmente por tres capas: epidermis (capa mas
superficial) la cual funciona como barrera ante el ambiente externo, debajo de la
epidermis se localiza la dermis la cual se encarga de brindar soporte estructural a
la piel, y finalmente debajo de la dermis se encuentra la hipodermis o tejido

subcutaneo la cual sirve como deposito de grasa.



Epidermis

La epidermis es la capa mas externa de la piel, se compone de capas de
queratinocitos intercalados por foliculos pilosos. Es una capa delgada que se
regenera con facilidad después de una lesion y sirve para mantener la humedad
en el interior del cuerpo. Esta compuesta por epitelio escamoso estratificado
donde el 95% de las células son los queratinocitos (los cuales secretan citocinas
ante una lesion), mientras que los melanocitos, células denditicas, células de
Langerhans y las células de Merkel representan el 5% restante (Zaidi and Lanigan,
2010a). La epidermis no tiene irrigacién sanguinea propia, y sus requerimientos
nutritivos son aportados por la dermis subyacente.

En la epidermis se pueden identificar cuatro capas bien diferenciadas en funcion

de la localizacion y morfologia de los queratinocitos. Estas son:

e Estrato basal o germinativo; esta representado por una unica capa de
células basales que descansan sobre la lamina basal. Contiene células
troncales que dan origen a los queratinocitos. En la capa basal, los

queratinocitos expresan las queratinas K5 y K14.

Estrato espinoso; nombrado de esta manera debido a que presenta varias capas
celulares (5-15 capas) con grandes prolongaciones citoplasmicas o “espinas” las
cuales maduran y migran hacia la superficie uniendo sus prolongaciones

mediante desmosomas. Esta capa proporciona la resistencia mecanica necesaria



para resistir los traumas fisicos. Los queratinocitos localizados en esta capa

expresan las queratinas K1 y K10.

Estrato granuloso; Consta de 1-3 capas, se localizan en la porciéon no
queratinizada mas superficial de la epidermis, las células presentes
contienen abundantes granulos de queratohialina. Esta capa juega un papel
esencial en la retencion de agua del cuerpo. Las células presentes en esta

capa expresan las queratinas K2 y K11 .

Estrato cérneo; es la capa mas externa de la epidermis, esta compuesta
principalmente por células que han emigrado desde el estrato granuloso.
Estas son células aplanadas que han perdido sus nucleos y organulos
citoplasmicos, dando lugar a la queratina blanda. El tiempo transcurrido
desde la divisién celular a la formacién de la capa coérnea es de
aproximadamente 28 dias. Las queratinas que se expresan en esta capa

son la K3 y K12 (Moll et al., 2008) .

En ciertas zonas como la palmoplantar, existe una capa visible, amorfa, entre

la capa granulosa y la capa cérnea que se denomina estrato lucido (Ackerman,

2008).



— Stratum corneum

— Stratum lucidum

]— Stratum granulosum

L

Keratinocyte

Langerhans cell

— Stratum spinosum

Merkel cell

Melanocyte

Tactile
(Merkel) cell

|

— Stratum basal

Sensory neuron

Membrana basal

Es una capa fina de matriz extracelular especializada que se localiza entre la
epidermis y la dermis, ésta es sintetizada por células basales de la eidermis, esta
formada principalmente por colagena tipo IV, laminina, nidégeno-entactina, y
proteoglicanos. La membrana plasmatica de las células basales estan unidos a la
lamina basal por hemidesmosomas. Este tipo de unidn dermo-epidérmica,
establece la polaridad celular y la direccion del crecimiento, dirige la organizacion
del citoesqueleto de las células basales, proporciona sefales de desarrollo, y

funciona como una barrera semipermeable entre capas.



Dermis

La dermis, representa alrededor del 90% del peso de la piel, y constituye la base
de este sistema, esta integrada de tejido conectivo fibroso, filamentoso, y amorfo
que presenta apéndices epidérmicos, fibroblastos, macréfagos y mastocitos, sin
embargo en respuesta a diferentes estimulos los linfocitos, células plasmaticas y
otros leucocitos, entran en la dermis. La dermis es una capa dura y resistente que
protege contra el dano mecanico y contiene estructuras especializadas,
comprende la mayor parte de la piel, ayuda en la regulacién térmica, e incluye
receptores de estimulos sensoriales (Brodell and Rosenthal, 2008). La dermis esta

compuesta por 2 capas, la dermis papilar y la dermis reticular.

e La dermis papilar es la capa superior delgada de la dermis, consiste en un
tejido conjuntivo laxo ubicado inmediatamente por debajo de la epidermis,
las fibras de colagena que presenta suelen ser mas delgadas que las que
se localizan en la porcion profunda, presenta gran cantidad de nervios y
vasos sanguineos. (Pringle et al., 2002)

e La dermis reticular subyace a la capa papilar mas gruesa y menos celular
que la dermis papilar. Se caracteriza por la presencia de fibras elasticas

mas gruesas y por presentar un acomodo irregular de colagena.

El fibroblasto es el tipo celular predominante en la dermis y por lo tanto es la célula
encargada de sintetizar los elementos fibrosos de la dermis como colagena, fibras

elasticas y sustancia fundamental. Sin embargo, la colagena también puede ser



sintetizada por otras células como miofibroblastos, osteoclastos, etc. Es
importante mencionar que la colagena no es homogénea en todo el organismo ya
que en la actualidad, existen aproximadamente 20 tipos de colagena en relacién
con la morfologia, composicion de aminoacidos y propiedades fisicas (Zaidi and

Lanigan, 2010b)

Se ha reportado que la composicion de proteinas de la capa dérmica de la piel
incluye la colagena tipo 1, IlI, VI, Xll'y XIV,(Li et al., 2007) siendo la colagena tipo
| la mas abundante (75%) en la dermis reticular a diferencia de la colagena tipo llI
que esta presente principalmente en la dermis papilar y minimamente en la
dermis reticular (Vitellaro-Zuccarello et al., 1992). Las fibras elasticas son
esenciales para las propiedades retractiles de la piel y solo representan un 2-4%

de los constituyentes de la dermis.
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Se localiza debajo de la capa reticular, se caracteriza por la presencia de
adipocitos, por lo cual se considera un sitio importante para el almacenamiento de
energia y como aislante ya que esta conformada por el paniculo adiposo y el tejido
conectivo laxo. En esta zona se originan algunas células musculares lisas
aisladas, asi como pequefios haces de musculo liso, los cuales forman los
musculos erectores del pelo y conectan con las partes mas profundas de los

foliculos pilosos con la dermis superficial. (Brodell and Rosenthal, 2008)



Reparacion de la herida

La dermis interactua con la epidermis en el mantenimiento de las propiedades de
ambos tejidos. Las dos regiones interactuan en la reparacion y remodelacion de la
piel ante una lesién. La reparacion de la herida esta orquestada por numerosas
moléculas, incluyendo factores de crecimiento, quimiocinas, citocinas pro/ anti-
inflamatorias y factores angiogénicos producidos por una variedad de tipos de
células, incluyendo queratinocitos, fibroblastos, leucocitos y células endoteliales.
Esta reparacion se lleva a cabo mediante 3 fases de accion simultanea:
inflamacion, formacion de tejido y remodelacion tisular, las cuales generan como

resultado un tejido con caracteristicas similares, pero no idénticas a la piel ilesa .

La reparacion de la epidermis lesionada se produce por regeneracion, un proceso
similar a la produccion normal de la epidermis. Las células de la capa basal se
multiplican, migran desde las areas no lesionadas y sustituyen las areas
lesionadas. Grandes cantidades de fibrina, coagulos sanguineos o tejidos muertos
forman una barrera fisica que impide la penetracion del fibroblasto y retrasa la
produccion de fibras de colagena. Sin embargo, a medida que los fibroblastos
avanzan en el area lesionada, ocurre fibrindlisis que destruye la red de fibrina y
permite el paso y proliferacion de fibroblastos; el espacio de la herida se llena de
pequefias fibras orientados al azar los cuales aumentan gradualmente de volumen
y producen una estructura densa formada por fibroblastos fusiformes y fragmentos
de tejido elastico y por lo tanto la produccion de colageno.(Tamama and
Kerpedjieva, 2012) A medida que disminuye la poblacion de fibroblastos, las fibras
de colagena se convierten en el rasgo anatémico predominante de las heridas.
Una de las caracteristicas de la remodelacion de la herida es el cambio de
composicion de la matriz extracelular. Como se mencioné anteriormente, el
colageno tipo | representa aproximadamente el 75% de colagena y colageno tipo
[ll constituye 10% de colagena presente en la dermis. Sin embargo, al inicio del

proceso de cicatrizacion, la colagena de tipo lll es la predomiante. En este caso, la



colagena de tipo Il comienza a sintetizarse después de 48 a 72 horas y se secreta
al maximo entre 5 y 7 dias. La cantidad total de colageno aumenta durante el
proceso de la reparacion, alcanzando unq maxima deposiciéon de 2 a 3 semanas
después de la lesion (Li et al., 2007) para finalmente formar una estructura que
une los bordes de los tejidos seccionados, la cicatriz, la cual funciona como un
mecanismo de reparacion para regenerar los tejidos de la dermis y epidermis que
hayan sido afectados tras una lesion que altere la continuidad de Ia
superficie.(Tamama and Kerpedjieva, 2012) Durante el periodo de 1 afio o mas, la
dermis vuelve gradualmente a la fenotipo previo a la lesion estable, que consiste

principalmente de colageno tipo | (Li et al., 2007).

Es poco probable que los procesos bioldgicos que actuan para reparar heridas de
quemaduras que sea diferente de aquellos que actuan para reparar cualquier otra

herida.

Quemaduras

Las quemaduras se definen como una lesidon cutanea causada por un efecto
térmico u otro mediante cualquier agente, ya sea fisico, quimico o bioldgico, el
cual provoca cambios de orden general. Una quemadura se produce cuando
algunas o todas las células en la piel u otros tejidos son destruidos. (Peck, 2011)
Su gravedad variara de acuerdo a su extension, profundidad y localizacion;

clasificandose de la siguiente manera:

Primer grado o superficiales, se definen como quemaduras en la epidermis que se
traducen en una sencilla respuesta inflamatoria. Segundo grado superficial, se
producen cuando se destruye la epidermis y menos del 50% de la dermis.
Segundo grado profundas, presentan afectacion de la epidermis y de mas del 50%
de la dermis con destruccion de fibras nerviosas por lo que son generalmente

menos dolorosas (usualmente necesitan injertos). Tercer grado o de espesor total,



son aquellas en las que se dafan todos los elementos epidérmicos (epidermis,
dermis, tejido subcutaneo y foliculos pilosos). Como resultado de la extensa
destruccion de las capas de la piel, no pueden regenerarse a si mismos sin
injerto.(Peck, 2012)

Terapéutica

El tratamiento de una quemadura dependera de acuerdo a la profundidad de las
capas dafadas de la piel. Hasta la fecha, el trasplante de piel autélogo es la
terapia de reemplazo recomendada para quemaduras dérmicas profundas donde
hay poca vascularizacion, sin embargo cuando se presenta un alto porcentaje de
piel quemada, el trasplante autélogo no es suficiente.(Andreassi et al., 2005) La
segunda estrategia es el trasplante de piel donada, sin embargo, la baja tasa de

donacion dificulta la aplicacion de este tratamiento.

Por otra parte, las lesiones epidérmicas como quemaduras solares no requieren
tratamiento quirurgico especifico y se regeneran sin dejar cicatriz. Las
quemaduras de segundo grado superficial, se curan por la epitelizacion de los
margenes de la herida, donde los queratinocitos basales se transforman, migran y
proliferan. (Held et al.) La administracién de cubiertas temporales, acelera la
reparacion de la piel dafiada por quemaduras superficiales, ya que requieren de
un material que pueda restablecer la funcidén epidérmica. (Pessolato et al., 2011)
Las funciones generales de las cubiertas temporales son la proteccion de la
herida, la prevencion de la infeccidn y promover la cicatrizacion proporcionando un
microambiente 6ptimo para la curacion.

A pesar de esto, hasta la fecha, ningun sustituto de piel puede reemplazar todas
las funciones de la piel humana intacta, debido a que estos se encuentran
desprovistos de células y solo son utilizados para que las propias células del

paciente proliferen y sanen las heridas.



Amnios humano radioesterilizado (AHR)
La membrana amnidtica humana es un
tejido trilaminar compuesto por un
mesénquima avascular, la membrana
basal y el epitelio interno. Tanto las partes
celulares y acelulares de la membrana

tienen caracteristicas antiinflamatorias que

podrian ayudar a la velocidad de cierre de
la herida. (Aartsen et al., 2015)

Las membranas amniéticas se encuentran entre el apdsito biologico mas utilizado

Figura 1. Amnios Humano Radioesterilizado (AHR)

ya que actua como una barrera eficaz, tiene buena adherencia a la herida, es
bacteriostatico y no tiene ninguna reaccion inmunoldgica.(Singh and Chacharkar,
2011)

Para esto, el amnios requiere ser lavado, secado al aire, determinar la carga
microbiana inicial y calcular dosis de esterilizacion. Posteriormente, el tejido es
empacado al vacio, etiquetado y esterilizado con radiacion gamma de Cobalto-60
en la Planta de Irradiacion Gamma del Instituto. Ya irradiados, se realizan pruebas
de esterilidad y se almacenan a temperatura ambiente, en espera de resultados
serologicos negativos practicados a las donadoras 6 meses después, para
confirmar que no existe ningun agente infeccioso que pudiera transmitirse.
Cumplido lo anterior, los tejidos son liberados para su distribucion y aplicaciéon

clinica.

Piel porcina radioesterilizada (PPR) : ”
- o<

La piel porcina puede emplearse como cubierta
temporal que sustituye la piel en grandes heridas <

como son las causadas por quemaduras. Esto debido

a su similitud con la piel humana como densidad de la “k

Figura 2. Piel Porcina
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piel, espesor de la dermis, composicion y cantidad de la grasa subcutanea,
ademas de su disponibilidad y facil manejo. (Koob et al., 2014)

La piel se obtiene de cerdos sanos, seleccionados por un meédico veterinario. La
piel se retira de los cerdos en una planta de sacrificio y después se traslada al
banco de tejidos, donde se limpia, se desinfecta y se corta en tiras de tamafo y
espesor adecuado. Las tiras de piel se preservan congeladas, en glicerol o bien se
deshidratan por liofilizacion. Una vez empacadas, las tiras de piel se envian a la
Planta de Irradiacion Gamma del ININ para su esterilizacién por irradiacion.
Posteriormente los apodsitos de piel de cerdo se envian a hospitales donde son
utilizados en el tratamiento de pacientes con heridas dificiles de sanar. (Martinez-
Pardo et al., 2007)

Células troncales mesenquimales

El problema especifico en el tratamiento de quemaduras es encontrar una fuente
de células que tengan una alta disponibilidad después de la quemadura. En las
ultimas décadas el uso de las células troncales mesenquimales (MSC) surge como
una alternativa para la reparacion de diversos tejidos dafiados. Estas células
muestran capacidades de auto-renovacion y de diferenciacién multipotencial, se
caracterizan por ser positivas a ciertos antigenos de superficie como CD90,
CD105, CD29, entre otros y ser negativas a CD34 y CD45. Ademas de su
capacidad de diferenciacién, una de las ventajas principales es su obtencion, ya
que pueden ser aisladas de distintas fuentes del cuerpo humano, tales como:
meédula 6sea, pulpa dental, cordon umbilical y de tejido adiposo entre otras,
(Stewart and Stewart, 2011) lo cual nos indica una alta disponibilidad después de

una quemadura.

ANTECEDENTES

Una de las problematicas actuales para la aplicacion de las MSC en heridas

cutaneas es encontrar un material de soporte que permita trasplantar estas células



a una lesién o quemadura evitando su dispersion hacia sitios distintos a los de la
herida. (Clover et al., 2015)

Se ha reportado que una matriz acelular ideal debe tener una estructura de malla
tridimensional relativamente intacta y natural que favorezca la infiltracion de
células y vasos sanguineos, asi como la reparacion de tejidos. Ademas, debe
contener un bajo nivel de componentes inmunoldgicos e inducir una débil
respuesta inmune inflamatoria. (Song et al., 2015)

Ante esto, el amnios humano radioesterilizado (AHR) y la piel porcina
radioesterilizada (PPR) son biomateriales acelulares que actualmente se usan
como coberturas cutaneas temporales y que han mostrado propiedades
regenerativas, pues cuentan con una matriz extracelular similar a la de la
membrana basal de la piel humana.(Martinez-Pardo et al., 2007)

La piel porcina radioesterilizada (PPR) es un apdésito biolégico que permite la
recuperacion de la piel en pacientes con quemaduras superficiales ya que reduce
la sensacion de dolor, disminuye la pérdida de calor y electrolitos, evita la
deshidratacion, impide que la herida se infecte con microorganismos, acelera la
epitelizacion y mejora la movilidad del paciente, ademas de presentar
componentes de la matriz extracelular, como son laminina, fibronectina, colagena
tipo |1 y IV, los cuales, son fundamentales para la estructuracion de la lamina basal
presente entre la dermis y la epidermis (Song et al., 2015) (Reing et al., 2010) que,
ademas de inducir la adhesion celular también son promotores de proliferacion.

El Amnios humano radioesterilizado (AHR) se ha utilizado como cubierta cutanea
temporal para la reparacion del epitelio dafnado en pacientes quemados, ya que
presenta propiedades anti inflamatorias, anti bacterianas, ofrece una barrera de
proteccion en las heridas cutaneas y permite la reepitelizacién. (Mohammadi et al.,
2013)

Dentro de los componentes de esta membrana encontramos que es rica en
distintos tipos de matriz extracelular tales como colagenas, fibronectina, laminina,
glicosaminoglicanos y elastina (Mohammadi et al., 2013; Shortt et al., 2009) .Estas
moléculas son idoneas para el crecimiento celular ya que son inductores de

proliferacion y viabilidad celular. Esto ha permitido que el AHR sea utilizado como



biomaterial, para promover la cicatrizacion en enfermedades de la cornea, tales
como quemaduras quimicas y térmicas, ulceras, asi como defectos epiteliales
persistentes ya que muestra una alta capacidad para reducir la inflamacion, y
mejorar la cicatrizacion de heridas. (Shortt et al., 2009)

Se ha reportado que el amnios humano contiene células troncales mesenquimales
antes de ser radioesterilizada.(Onishi et al., 2015) En este sentido, el amnios
promete ser un microambiente ideal si tratamos de re-incorporar MSC en este
andamio para su cultivo.

El proceso de radioesterilizacion de ambas bio-matrices se lleva a cabo en México
en el Instituto Nacional de Investigaciones Nucleares (ININ) dentro del banco de
tejidos radioesterilizados, los tejidos de este banco se encuentran certificados para
la aplicacion clinica bajo la norma ISO 9001:2000 (Martinez-Pardo and Mariano-
Magana, 2007). Ademas de haber demostrado tener una aplicacion clinica segura.
En cuanto al proceso de reparacion, se ha demostrado que las citocinas juegan un
papel clave en el proceso de cicatrizacion, ya que en estudios en los cuales se
inyecta IL-6 a heridas fetales se origina como consecuencia una cicatriz, mientras
que IL-8 es capaz de reclutar neutréfilos que a su vez generan inflamacion y
fibrosis, estos resultados sugieren que estas citocinas pro-inflamatorias son
responsables en gran manera de la formacion de cicatrices.(Konstantinova et al.,
1996) Por su parte la Interleucina-10 (IL-10) es un potente anti-inflamatorio que se
ha implicado en prevenir la respuesta inflamatoria del feto durante la gestacion,
ademas de estar presente en liquido amnidtico y reducir la produccion de IL-6 y-8.
Los fetos de ratones deficientes en IL-10 muestran que la reparacion de su piel
produce cicatrices lo que indica que esta citocina es de gran importancia para que
la reparacion de la piel no produzca una cicatriz. (Liechty et al., 2000) Por tal
motivo, el tratar de regular la respuesta inmune la reparacién de las lesiones de la
piel podria resultar en un tejido con un menor grado de cicatrizacion.

Las células troncales mesenquimales (MSC) han generado gran interés dentro de
la medicina regenerativa, ya que han mostrado tener multiples efectos
terapéuticos, por lo tanto, surgen como una alternativa para la reparacion de

tejidos dafados.



El tejido adiposo es la principal opcién para la obtencion células troncales
mesenquimales autdlogas para el tratamiento de las heridas como las
quemaduras debido a su rapida disposicion. Sin embargo, cuando se obtienen las
células de linaje comprometido desde una fuente apropiada, la eficiencia del
trasplante es limitada debido a la falta de microambientes adecuados que
favorecen la adhesion celular, la proliferacion y la diferenciacion. (Sivan et al.,
2014)

Recientemente, diferentes estudios ha demostrado la participacion de las MSC
aplicandolas mediante aspersores con los cuales estas se rocian con una mezcla
de fibrinbgeno y trombina a lo largo de la herida, (Falanga et al., 2007) o bien,
mediante inyecciones de células en el lugar de la lesion, ambos métodos han
reportado una recuperacion de las lesiones.(Sivan et al., 2014)

La eficacia de las MSC puede estar mediada principalmente por los factores
secretados ya que se ha reportado que a nivel funcional, inducen el factor de
necrosis tumoral alfa (TNF-a), IL-1B y el factor de crecimiento endotelial vascular (
VEGF) que promueven la angiogénesis y la reparacion de la herida. (Tamama and
Kerpedjieva, 2012)

Algunos autores afirman que las MSC secretan IL-10 en condiciones especificas
con el ambiente inflamatorio y ante la presencia de citocinas proinflamatorias que
activan ciertos receptores tipo Toll en MSC. Se ha demostrado que las MSC
secretan factores que hasta de regular la secrecion de IL-10 por las células
mononucleares de sangre periférica, asi como por los macrofagos (Kyurkchiev et
al., 2014)

Es importante mencionar que dentro de las ventajas que ofrece el uso de este tipo
de células en la medicina regenerativa es que no han mostrado formar tumores, se
les ha adjudicado un componente inmunoregulador gracias a su capacidad de
secretar moléculas anti-inflamatorias y reduccion de la cicatrizacion. (Krampera et
al., 2006; Sasaki et al., 2008)

Resultados preliminares en nuestro laboratorio indican que tanto el AHR y la PPR
son excelentes bio-materiales para el cultivo de las MSC, el cual mantiene a las



células viables, promueve la proliferacion y migracion celular ademas de fomentar

la liberacion de 1L-10.

JUSTIFICACION

El uso de células troncales mesenquimales tanto en pacientes con heridas
cutaneas como en estudios pre-clinicos han demostrado que estas células son
capaces de disminuir la formacion de cicatrices debido a la liberacion de citocinas
anti inflamatorias, la generacién de vasos sanguineos y la inhibicién de la
diferenciacién de fibroblastos a miofobroblastos, lo cual es una ventaja ya que
aun en pacientes con gran porcentaje de superficie corporal quemada es muy
probable encontrar tejido adiposo sano, mediante el cual podremos aislar MSC
para el tratamiento autdlogo de pacientes con quemaduras mixtas. Sin embargo,
los métodos de aplicacién de las MSC al area a reparar son diversos y no existen
estudios donde se compare la eficiencia de integracion de las MSC a la lesion.

En este estudio proponemos el uso del AHR y PPR para el crecimiento de MSC,
ya que contienen proteinas de matriz extracelular que probablemente favoreceran
la adhesion y proliferacién. Hasta el momento ningun estudio ha reportado el uso
de estas matrices para el cultivo de células troncales mesenquimales ni sus
respuestas celulares, lo que otorga originalidad a este estudio y no duplicidad de
ensayos. La mayoria de los sustitutos biolégicos que se comercializan son de
origen extranjero, por lo que es de gran importancia generar constructos que sean
fabricados en México con la finalidad de disminuir costos y fomentar el desarrollo
tecnolégico que favorezca a los pacientes con quemaduras asi como con otras

afecciones de piel.

PREGUNTA DE INVESTIGACION
¢, Qué efecto tendran las células troncales mesenquimales cultivadas sobre el
amnios humano o piel porcina radioesterilizadas en el tratamiento de quemaduras

de segundo grado profundo?



HIPOTESIS
Las células troncales mesenquimales (MSC) cultivadas sobre amnios humano o
piel porcina radioesterilizada, reparara eficazmente dafios en la piel generados por

gquemaduras de segundo grado profundo.

OBJETIVO GENERAL
Evaluar el efecto de las MSC cultivadas sobre dos biomatrices en el tratamiento de

gquemaduras de segundo grado profundo.

OBJETIVOS PARTICULARES

» Caracterizar las células troncales mesenquimales cultivadas en las
biomatrices AHR y PPR.

* Evaluar el grado de reparacion tisular que generan el AHR y la PPR
enriquecido con MSC en tejido neo-formado.

* Determinar el efecto de las MSC sobre el cierre de heridas cutaneas en

ratones atimicos.

MATERIAL Y METODO
Se evaluaran 4 condiciones experimentales: 1. Tratamiento con el AHR; 2.
Tratamiento con la PPR; 3. Tratamiento con AHR+MSC; 4. PPR+MSC; 5. Grupo

control cubiertos con gasa y vaselina. Cada ensayo se realizara por triplicado.

Obtencion de células troncales mesenquimales derivadas de tejido adiposo

Las MSC se obtuvieron a partir de remanentes de grasa de lipoaspirados de
cirugias estéticas mediante la colaboracion con la Dra. Lourdes Rodriguez
Rodriguez Subdirectora del CENIAQ del Instituto Nacional de Rehabilitacion y el
Dr. Erik Marquez Gutiérrez quienes laboran en distintas clinicas particulares e

invitan a los pacientes a donar el tejido para investigacion, previa firma de



consentimiento informado. Estos lipoaspirados fueron transportados en medio
DMEM + 10% de antibidtico/antimicotico (penicilina/estreptomicina), se lavaron
con PBS + 1% de antibidtico/antimicético. La grasa fué disgregada
mecanicamente con bisturi y después con colagenasa | (2mg/ml) durante 1hr con
agitacion constante a 37°C. Posteriormente, las células se centrifugaron y fueron
contadas para ser sembradas a una densidad de 2 x105 células/cm?. Después de
24 h las células que no se adhirieron a la caja de cultivo fueron removidas con
PBS.

El analisis histolégico

Tanto el Amnios Humano Radioesterilizado como la Piel Porcina Radioesterilizada
fueron fijadas en paraformaldehido al 4% durante 10 minutos, se lavaron tres

veces con PBS y se tifileron con hematoxilina-eosina.

Las MSCs que fueron diferenciaciadas hacia el linaje condrogénico se tifieron
utilizando azul alcian, las MSCs que se diferenciaron en osteocitos fueron tefiidos
mediante la tincion de Von Kossa, y finalmente las células que se diferenciaron

hacia el linaje condrogénico fueron tefidas mediante rojo oleoso.

Citometria de flujo

Para verificar la presencia de MSC en nuestros cultivos, se realizé un analisis de
los marcadores caracteristicos de las MSC, mediante un citometro de flujo
FACSCalibur (FACS; Becton Dickinson). La eleccion de los anticuerpos utilizados
en este estudio se basé en los marcadores de superficie propuestos por la
Sociedad Internacional de Terapia Celular eligiendo a los marcadores CD73 (ecto-
5 '-nucleotidasa), CD90 (Thy-1), asi como CD34 y CD45 (LCA). Al llegar al 80% de

confluencia, las células del primer pase eran cultivadas en cajas de 75cm? a una



concentracion aproximada de 0.2 x 108 células por prueba de anticuerpos. Se
tomaron 50uL y se colocaron en tubos de citometria, donde se incubaron durante
45 min. a 4-C con CD34-PE (Becton Dickinson), CD45-FITC (Becton Dickinson),
CD73-APC (BD Pharmingen) y CD90-APC (BD Pharmingen). Posteriormente, las
células fueron lavadas y se diluyeron en 500 ul de PBS. Finalmente, los datos
fueron adquiridos por el equipo FACSCalibur (Becton Dickinson) equipado con un
laser azul de 488nm. El analisis de datos fue realizado con el software de Quest

Pro (Becton Dickinson ImmunocytometrySystems).

Diferenciacién celular

Para corroborar la capacidad de diferenciacion de las MSCs a condrocitos, hacia
células de linaje cartilaginoso, adipogénico y osteogénico se realizo lo siguiente:
La diferenciacion adipogénica fue inducida por MSC cultivadas durante una
semana en un medio adipogénico (DMEM suplementado con 10 % de SFB, 1 mM
de dexametasona , 0.5 isobutilmetilxantina mM, 10 mg / ml de insulina y 60 mM
indometacina) y se evalu6 mediante la tincién de rojo oleoso . La diferenciacién
osteogénica se indujo mediante el cultivo de MSCs durante 1 semana en medio
osteogénico ( DMEM suplementado con 10 % de SFB , 100 nM dexametasona ,
glicerofosfato 10 mM, 10 ng / ml BMP7 y 50 mM de acido ascérbico) y se evalud la
presencia de este tipo celular mediante inmunofluorescencia para detectar Runx2
y la tincion Von Kossa . Por ultimo para la diferenciacion condrogénica se
utilizaron las MSC cultivadas durante dos semanas en medio condrogénico (
DMEM suplementado con 1 % de SFB , 50g / ml de acido ascorbico, 10 ng / ml de
factor de crecimiento transformante - 1, y 6,25 mg / ml de insulina ) confirmando
la presencia de este tipo celular mediante la tincion con azul alcian y la

inmunofluorescencia para detectar colagena tipo Il.



Generacion del sustituto biolégico de piel.

Una vez que se obtuvieron las MSC estas fueron sembradas sobre 1cm? de PPR y
1cm? de AHR (tanto la Piel Porcina Radioesterilizada como el Amnios Humano
Radioesterilizado son parte de la colaboracion con la Dra. Maria Esther Martinez
Pardo y la Maestra Ma. de Lourdes Reyes Frias del Instituto Nacional de
Investigaciones Nucleares) a una concentracion de 70,000 células /cm?.

Los sustitutos se mantuvieron en medio de cultivo 24 h antes de realizar el

implante.

Comparaciéon de las caracteristicas biolégicas de las MSC sobre el AHR y
sobre la PPR in vitro.

Ensayo de viabilidad

Mediante inmunofluorescencias se realizd un analisis del porcentaje de
incorporacion de homodimero de propidio (muerte celular) y del porcentaje de

células con incorporacion de calceina (viabilidad).

Para confirmar que tanto el Amnios Humano Radioesterilizado como la Piel
Porcina Radioesterilizada son biomatrices factibles para el acarreamiento de las
MSC aisladas a partir de tejido adiposo, se realizd una prueba de viabilidad
utilizando el kit de Molecular Probes LIVE / DEAD ® Viability/Cytotoxicity para
células de mamifero. Siguiendo las especificaciones establecidas por el fabricante;
fueron diluidos 1 yM de calceina AM y 2 uM de EthD-1 en medio de Hank. Las
biomatrices fueron inubadas con esta soluciéon durante 45 minutos a 37 ° C.
Finalmente, las biomatrices se lavaron con PBS y se analizaron mediante
microscopia confocal (microscopio LSM 780 y ZEN 2010 con el software de Carl
Zeiss.

Ensayo de proliferacion



Después de 4 dias de cultivo de las células troncales mesenquimales sobre RHA
o RPS, se determinaron los porcentajes de células positivas mediante
inmunofluorescencias para la proteina Ki-67. Ambas biomatrices enriquecidas se
lavaron y se fijaron en paraformaldehido al 4% / PBS 0,1 M (pH = 7,4). Las células
se maracaron con el anticuerpo primario contra Ki67 humano (1: 100, BioLegend)
y se incubaron a 4 ° C durante toda la noche. Posteriormente, las biomatrices se
incubaron con el anticuerpo secundario Alexa Fluor 488 (1: 500) durante 2 horas.
Los nucleos se tifieron utilizando 1 mg / ml de 4 ', 6-diamidina-2-phenylidole-
dihidrocloruro (DAPI) durante 10 minutos. Imagenes fueron capturadas con un

microscopio Axio visio Observer A.1 (Zeiss).

Modelo de quemadura de segundo grado profundo en ratones NU/NU.

Se utilizaron ratones atimicos machos de entre 6 y 7 semanas de edad obtenidos
del bioterio del Centro de Investigacion y de Estudios Avanzados del Instituto
Politécnico Nacional.

A su llegada al bioterio del INR los ratones fueron mantenidos en cuarentena para
eliminar aquellos que no se encuentren sanos. Cada raton contaba con una hoja
de evaluacion donde se describia el sexo, peso, fecha de gestacion, fecha de
operacion, condicion experimental, cambios de vendajes, medidas tomadas
durante el experimento y observaciones generales.

En condiciones asépticas, todos los animales fueron anestesiados mediante la
inyeccion de ketamina (100mg/kg) y xilazina (40mg/kg). El estado de anestesia se
monitoreaba mediante la compresion de la oreja y/o cola del raton buscando que
estos reflejos no estén presentes pero que el ritmo cardiaco siga constante.

Para la induccion de la lesion, se realizé una quemadura mediante un dispositivo
que contiene una placa de cobre que sera calentada a 105 °C durante 10 seg., la
cual sera apoyada sobre el dorso de los ratones durante 5 seg. para marcar una
quemadura de 1 cm?. Posteriormente, se realizd una debridacion del tejido

necrosado, tomaron fotografias a una distancia fija y se colocaron las biomatrices



de las diferentes condiciones experimentales sobre el lecho de la herida
humedecida con solucion salina. Se colocd una gasa encima de la quemadura y
se cubri6 con hypafix para evitar que las biomatrices fueran removidas.
Posteriormente a cada raton se le administré solucion salina y meloxicam (1mg/kg)
como analgésico. Al término de la cirugia los ratones se alojaron en las mismas
jaulas bajo las mismas constantes ambientales.

Con las mismas condiciones de anestesia mencionadas anteriormente se
realizaron cambios de vendaje a los dias 3,6,8 y 10, se midi6 el area de la herida
y se cuantificé el cierre de las mismas mediante fotografias. Las fotografias fueron
tomadas desde la misma distancia y con una regla junto a la herida para que el
programa pueda tomar como medida de referencia esa escala.

Al finalizar el estudio, los animales fueron sacrificados por toracotomia y
dislocacion cervical como meétodo secundario. Posteriormente, se les realizara

biopsia de la zona de lesion.

Cuantificacion de citocinas.

Al tercer dia del cultivo de las células troncales mesenquimales cultivadas sobre
amnios humano radioesterilizado y piel porcina radioesterilizada, se recolecto el
medio de cultivo y se realizé un ensayo de ELISA para la cuantificacion de IL-10 e
IL-1B.

Para la cuantificacion de citocinas posquemadura, se obtuvieron muestras de
sangre por puncion cardiaca al dia 14 posquemadura. Las muestras se
recolectaron en tubos BD Microtainer, posteriormente se centrifugaron a 6000rpm
para la obtencion del suero, a partir del cual se cuantificod la concentracion de IL-6

y TNF-a mediante ensayos de ELISA.

Analisis de la reparacion del tejido.

Una vez sacrificados los animales (7,14 dias post-quemadura), se tomé el tejido a
analizar, y se fij6 en PFA 4% durante 24 horas, posteriormente las muestras
fueron deshidratadas e incluidas en parafina para obtener cortes de 5um en el

micrétomo para determinar la reparacion del tejido.



Determinacion de la proliferacion celular: Para analizar la proliferacion celular se
realizaran inmunofluorescencias que detecten a fibroblastos (antigeno de
superficie de fibroblastos), queratinocitos (Citoqueratina 5 y 10) y al antigeno Ki67.
Lo cual nos permitira determinar el porcentaje de células en proliferacion de cada
linaje.

Cuantificacion de la reepitelizacion de la herida: Mediante tinciones de
hematoxilina/eosina se tomaran fotografias que seran analizadas por el software
Image J, se calculara el espesor del tamano del epitelio neo-formado asi como el
tamano de la zona que aun carezca de epitelio.

Analisis de la composicién de la matriz extracelular: Se realizaran tinciones de
Masson y Herovici para determinar la colagena depositada tras la reparacion de la
herida, el porcentaje de tejido tefiido y la intensidad se determinaran mediante el
software Image J. Ademas se realizaran inmunofluorescencias para conocer el
porcentaje de Colagena tipo I, Il y IV presentes en la lesion asi como para
Vimentina para determinar la sintesis de la membrana basal.

Cierre de la herida: Se cuantifico mediante la toma de fotografias con una escala y
medicion fija, el area de superficie de la herida se midié mediante el software

Image J a diferentes tiempos (0,3,6,8,10 y 14 dias).

ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados numéricos seran comparados con pruebas estadisticas
paramétricas o no paramétricas previa comprobacion de normalidad dentro de
cada grupo con el estadistico de Shapiro-Wilk. Si los datos pasan la prueba de
normalidad se realizara una ANOVA seguida de una prueba de Tukey siendo p <
0.05 considerado como diferencias significativas entre las condiciones
experimentales. Los analisis se realizaran mediante el programa SPSS ver 17.0

para Windows.



RESULTADOS

Obtencion de células troncales mesenquimales derivadas de tejido adiposo

Determinacién del fenotipo

Multiples estudios han demostrado la existencia de una pequefa poblacién de
células troncales mesenquimales en el tejido adiposo. Las células troncales
mesenquimales se obtuvieron de lipoaspirados de pacientes sometidos a la
cirugias estéticas previo consentimiento firmado. Una vez obtenido el tejido
adiposo se pasa por una aguja de numero 4, de esta manera se obtienen
aproximadamente cinco veces mas el numero total de células que cuando el tejido
solo es disgregado con bisturi. Se incub6 con colagenasa tipo | durante 1 hora a
37 ° Cy 200 rpm. Una caracteristica de MSC es su capacidad de adherirse a las
cajas de cultivo; para esto se sembraron 50.000 células /cm? durante 24 h. Las
células que no se adhieren fueron removidas con PBS. Las células adheridas
alcanzaron la confluencia alrededor de 1 semana después. En el inicio de los
cultivos, se observaron células con diferentes morfologia; una parte de ellos tenia
una forma espiculada como fibroblastos y otros tenia una morfologia redondeada
(Figura 1). Durante el cultivo, las células adquieren gradualmente un fenotipo de
fibroblastos. Como se informé en otros estudios, las MSC expresan CD90 y CD73,
y la expresidon negativa de CD34 y CD45. En nuestros cultivos se ha detectado la
expresion de CD90 (84,8%), CD73 (99.9%), CD45 (0,15%) y CD34 (1,6%) (Figura
2). Estos datos, junto con los fenotipos morfologia celular antes mencionados
sugieren que obtuvimos una poblacién de células troncales derivadas de tejdo
adiposo. Esto fue apoyado ademas por otras investigaciones que han demostrado

el aislamiento de MSCs en el tejido adiposo.



Fig.1 Fenotipo de las células troncales mesenquimales derivadas de tejido adiposo humano.
Fotografia de cultivos primarios de células de tejido adiposo. Aislamiento en el primer dia y el
dia siete. En el primer dia se observan células con diferente morfologia; al dia siete las células
presentan una morfologia de tipo fobroblastoid, asi como adherencia, ambas caracteristicas
son primordiales para la caracterizacion de las células troncales mesenquimales
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Fig.2 Citometria para los marcadores de células troncales mesenquimales: CD90 y CD73
positivos y CD45, CD34 negativos. La observacion de una poblacién de células mixtas se
corroboré con citometria de flujo en donde encontramos la presencia de los marcadores de
superficie: CD90 y CD73 ; también se observé un bajo porcentaje de células positivas para
CD34 y CD45.

Capacidad de diferenciacion de las células troncales derivadas de tejdo
adiposo
Una tercera caracteristica de las células troncales mesenquimales es su

capacidad de diferenciacion y, por tanto, se diferencian en condrocitos, osteocitos,
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y adipocitos. Para analizar la presencia de condrocitos después de el proceso de
diferenciacion, se realizé una inmunofluorescencia para el colageno de tipo Il y
tincion con azul alciano; para los osteocitos, se analizé la presencia de Runx2 y
realizo la tincion de Von Kossa. Por ultimo, para la deteccion de los adipocitos, se
realizd tincion con rojo oleoso. Nuestros datos sugieren que tenemos una
poblacién de células troncales mesenquimales derivadas de tejido adiposo en
nuestras cultivos, y esta poblacion es capaz de diferenciarse en otros tipos

celulares (Figura 2).

Alcian blue
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Fig.3 Diferenciacion de células trocales mesenquimales derivadas de tejido adiposo humano.
Las células fueron diferenciadas al linaje condrogénico y se evalu6 mediante una
inmunofluorescencoa para colageno tipo Il (rojo) y mediante la tinciéon con azul alciano.Para la
diferenciacion osteogénica se analizé Runx2 por immunofluorescencia (rojo) y mediante la
tinciéon VonKossa. Finalmente,para detectar la diferenciacion hacia el linaje adipogénico se
realizé tincion con rojo oleoso. Los nucleos se tifieron con DAPI (azul).



Analisis histolégico del amnios humano radioesterilizado y piel porcina
radioesterilizada.

Una vez que se aislaron y caracterizaron las células, se realizé un analisis
histologico del AHR y la PPR. Aunque estos sustitutos biolégicos se han utilizado
durante mucho tiempo como cubiertas para el tratamiento de quemaduras sin
ningun tipo de problema, es importante conocer los componentes que prevalecen
en ellos después del lavado, secado y radioesterilizacién. Ante esto, aunque
ambos materiales son expuestos a diversos procesos como el lavado con
hipoclorito, se puede notar la presencia de células epidermales en el AHR y la
epidermis completa, asi como algunas células de la dermis en la piel porcina
radioesterilizada (Fig.4)
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Figura 4. Andlisis Histolégico de Amnios Humano Radioesterilizado y Piel Porcina
Radioesterilizada. Tanto el Amnios Humano Radioesterilizado (izquierda) como la Piel Porcina
Radioesterilizada(derecha) presevan componentes celulares después del tratamento con
hipoclorito y la radioesterilizacion.
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Generacion del sustituto bioldgico de piel

Para confirmar la viabilidad de las MSC sobre estos dos sutitutos, se realiz6 una
prueba que mediante fluorescencia determina simultaneamente las células vivas y
muertas. Es decir la actividad de esterasas intracelulares y la integridad de la
membrana plasmatica, mediante la calceina AM y EthD-1. Ambos sustitutos se
compararon usando el software Image J; 10X y 20X, analizando diferentes
campos para contar las células en toda el area del andamio. La viabilidad de las
MSC sembradas sobre el AHR fue de 92.7%, mientras que en la PPR fue de
90.5%. Lo cual sugiere que ambos sustitutos podrian funcionar como buenos
andamios, asi como presentar una opcién potencial para futuros trasplantes de
células autologas o heterdlogas en pacientes con lesiones por quemaduras o por

otros problemas de la piel.

Para analizar la capacidad de autorenovacion de las células troncales
mesenquimales, se realizé un ensayo mediante la evaluacion de la proteina KiG7
(implicada en el ciclo célular) para evaluar que estas células son capaces de
proliferar sobre estos sustitutos bioldgicos. Las células que proliferan emiten una
senal fluorescente en el interior de los nucleos donde Ki67 participa activamente
en la division celular. El aumento en la proliferacién celular es un buen parametro
debido a que permitiria utilizar estos materiales como acarreadores de células

autélogas para promover la formacion de nuevo tejido en las heridas.

Las células troncales mesenquimales cultivadas sobre el amnios humano
radioesterilizado mostraron un mayor porcentaje de proliferacion (49.5%) en
comparacion con las células troncales mesenquimales sembradas sobre la piel
porcina radioesterilizada (27.7%). Las células muestran claramente una senal
fluorescente en el interior de los nucleos donde Ki67 participa activamente en la
division celular (Figura 5). El aumento en la proliferacion celular es un buen
parametro porque queremos utilizar estos materiales como portadores de células

autélogas para promover la formacion de nuevo tejido en las heridas.
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Fig.5 Viabilidad de células troncales mesenquimales derivadas de tejido asiposo sobre
Amnios Humano Radioesterilizado y Piel Porcina Radioesterilizada. Las células troncales
mesenquimales muestran alta viabilidad y proliferacién celular cuando estan sembradas sobre
Amnios Humano Radioesterilizado (RHA) y Piel Porcina Radioesterilizada (RPS). Ensayo de
viabilidad con calceina (fotografias superiores), las células vivas se tifien de verde, mientras
que las células muertas son positivas para EthD-1 tifiendose de rojo,no se encontraron
diferencias significativas entre el amnios humano radioesterilizado y la piel porcina
radioesterilizada.El ensayo de proliferacion (fotografias inferiores)muestra la presencia de
marcador de proliferacion Ki67 (verde) de las células troncales mesenquimales sembradas
sobre los dos sustitutos bioldgicos. Las células que crecen en RHA tienen una mayor
capacidad proliferativa en comparacion con RPS.Los nucleos se tifieron con DAPI (azul).
Prueba T-student, ** p < 0.001.



Cuantificacion de citocinas de las células troncales mesenquimales
cultivadas sobre Amnios Humano Radioesterilizado y Piel Porcina
Radioesterilizada

Dado que la inflamacién es un proceso crucial para el proceso de reparacion de la
herida, se evalud la capacidad de secrecion de células troncales mesenquimales
derivadas de tejido adiposo sobre el Amnios Humano Radioesterilizado y la Piel
Porcina Radioesterilizada. Se ha reportado que la secrecion de IL-10 es
caracteristica de las células troncales mesenquimales y, esta implicada en el
proceso antiinflamatorio, mientras que la IL-1B es una citocina implicada en el
proceso inflamatorio. Por lo tanto, se cuantificé mediante un ensayo de ELISA, la
secrecion de las citocinas antes mencionadas después de que las células fueran
sembradas sobre los andamios, encontrando que las células troncales
mesenquimales derivadas de tejido adiposo secretan una mayor cantidad de IL-13
cuando son sembradas sobre la Piel Porcina Radioesterilizada a diferencia de
aquellas sembradas sobre el Amnios Humano Radioesterilizado. Lo cual

probablemente pueda adjudicarse al origen xenogénico del andamio.
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Fig.6 EI Amnios Humano Radioesterilizado y la Piel Porcina Radioesterilizada promueve la
secrecion de citocinas. La primera grafica representa la concentracion de IL-10 por las células
troncales mesenquimales derivadas de tejido adiposo mostrando que no hay diferencias
significativas entre los andamios. La segunda grafica representa la concentracion de IL-1(3,
mostrando que la Piel Porcina Radioesterilizada induce una mayor secrecion de IL-13 en
comparacioén con el Amnios Humano Radioesterilizado.



Analisis de la reparacion del tejido.

Una vez que se realizd la quemadura, se llevd a cabo un seguimiento de la
reparacion del tejido a diferentes tiempos (0,3,6,8,10,14 dias) mediante fotografias
a una distancia fija, de esta manera se lograron notar los cambios progresivos en
el area de la lesion |, la cual fue medida mediante el programa ImagedJ encontrando
que evidentemente hay una reduccion del tamafio de la quemadura desde el dia
cero hasta el dia 14 posquemadura.

Day0 Day 3 Day 6 Day 8 Day 10 Day 14
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Fig.7 Progresion de la reparacion del tejido desde el dia 0 hasta el dia 14 posquemadura. En
la grafica se muestra el area de la lesion en la cual se ve una tendencia en la disminucion de
la herida, sin embargo no se encontraron diferencias significativas.
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Fig. 8 Secrecion de citocinas 14 dias posquemadura. Secrecion sistémica de TNF-a e IL-6 a

los 14 dias posquemadura, no se encontraron diferencias significativas.
Para el analisis histolégico, se obtuvieron las biopsias y se incluyeron en parafina
para obtener cortes de 5 um de cada condicidén, realizando la tincién de
hematoxilina&eosina para evaluar la reepitelizacion de la herida, asi como para
cuantificar el espesor del tejido neoformado. De la misma manera se analizara la

composicion de la matriz extracelular mediante la tincion de Masson y Herovicci
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para determinar la colagena depositada tras la reparacion de la herida asi como el
porcentaje del tejido tefiido.Ademas se realizaran inmunofluorescencias para
conocer el porcentaje de Colagena tipo I, lll y IV presentes en la lesién asi como
para Vimentina para determinar la sintesis de la membrana basal.

A continuacion se muestran las tinciones preliminares a los 7 y 14 dias.
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Fig. 8 Analisis histolégico 7 dias posquemadura. Tincién H&E
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Fig. 9 Analisis histolégico 7 dias posquemadura. Tincién Masson
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Fig. 10 Inmunofluorescencia para la deteccién de colagena tipo 1 a los 7 dias posquemadura.
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Fig.11 Analisis histolégico. Tincién H&E dia 14 posquemadura.
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7 days after burn
14 days after burn
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Fig.12 Analisis cierre de la herida a los 7 y 14 dias posquemadura. . La primera grafica
representa la longitud de la lesion a los 7 dias posquemadura. La segunda grafica representa la

longitud de la lesion a los 14 dias posgemadura. No se encuentran diferencias significativas entre
grupos.

Dia 7 posquemadura Dia 14 posquemadura
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Fig.13 Analisis la longitud de la reepitelizacion. La primera grafica representa el ancho de la
repitelizacion a los 7 dias posquemadura. La segunda grafica representa la longitud de la lesion
a los 14 dias posqgemadura. Las medidas se tomaron al inicio de la repitelizacién (ER), en la
parte media de la repitelizacién (MR) y al término de la repitelizacion (T).
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CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES

Trimestres durante el segundo afio de la maestria

1 2 3

Descripcion de actividades

2 3 4 5 6 7 8 9
X X X X
X X X X
3. Generar quemadura de segundo grado profundo en ratones X X X
atimicos
X X
5. Comparar el efecto de las MSC sobre AHR y PPR en la X X X
reparacion tisular
6.Anadlisis de resultados X X X
7. Revision bibliografica X X X X X X X
8. Escritura de tesis X X X X X X X X

PROPUESTA DE TEMAS SELECTOS L, 11 Y 1lI

I.  Citocinas y quimiocinas en la respuesta inflamatoria. Dr. Julio Cesar Almanza Pérez.
Il. Ingenieria de tejidos Dra. Maria Cristina Velasquillo

I1l. Células troncales. Dr. Roberto Sanchez Sanchez



