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Resumen

RESUMEN

El proceso de curacion de las heridas en los humanos adultos conduce a la
formaciéon de una cicatriz, que no restituye totalmente la funcionalidad del tejido
danado y se caracteriza ademas por la pérdida de la sensibilidad y por un resultado
estético deficiente. Es por ello que nos propusimos desarrollar dos equivalentes de piel
mediante Ingenieria Tisular utilizando fibroblastos y queratinocitos que obtuvimos a
partir de biopsias de piel y los hemos cultivado sobre diferentes soportes tales como la
matriz de fibrina obtenida a partir de plasma o la Membrana Amnidtica (MA)
descelularizada obteniendo buenos resultados. Por otro lado estudiamos a la MA y al
Corddn Umbilical (CU) como una fuente alternativa de células madre ya que pueden ser
facilmente aisladas y cultivadas in vitro, con gran capacidad de proliferacion, de
diferenciacion a los tres linajes germinales y a células similares a células nerviosas
siendo posible sintetizar un equivalente de tejido nervioso si se cultivan ésta ultimas
usando MA como soporte.
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Resumen

RESUMO

O proceso de cicatrizacidn das feridas em humanos adultos, conduce & formacién
dunha cicatriz, que non restaura totalmente a funcionalidade do tecido danado e
caracterizase ademais pola perda da sensibilidade e por un resultado estético deficiente.
E por iso que nos propuxemos desenvolver dous equivalentes de pel mediante
Enxefiaria de tecidos utilizando fibroblastos e queratinocitos que obtivemos a partir de
biopsias de pel e cultivamolos en diferentes soportes, tales como a matriz de fibrina
obtida a partir de plasma ou a Membrana Amniética (AM) decelularizado obtendo bos
resultados. Estudamos tamén & MA e o Cordon Umbilical (UC) como unha fonte
alternativa de células nai, porque poden ser facilmente illadas e cultivadas in vitro, con
elevada capacidade de proliferacion, diferenciacion a todas as tres linaxes embrionarias
e a células semellantes a células nerviosas, sendo posible sintetizar un equivalente de
tecido nervioso se éstas se cultivan usando MA como soporte.
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Resumen

ABSTRACT

The healing process of wounds in adult humans leads to the formation of a scar,
which does not completely restore the functionality of the damaged tissue and is also
characterized by the loss of sensitivity and a poor aesthetic result. That is why we set
out to develop two skin equivalents by Tissue Engineering using fibroblasts and
keratinocytes that we obtained from skin biopsies and we have grown them on different
supports such as the fibrin matrix obtained from plasma or the Amniotic Membrane
(AM) decellularized obtaining good results. On the other hand, we studied the MA and
the Umbilical Cord (UC) as an alternative source of stem cells since they can be easily
isolated and cultured in vitro, with great capacity for proliferation, differentiation to the
three embryonic lineages and cell-like cells nervous, being possible to synthesize an
equivalent of nervous tissue if the latter are grown using MA as support.
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Introduccion

La medicina regenerativa se puede dividir, de forma general, en dos grandes
areas: la Terapia Celular (solamente utiliza células sin necesidad de un soporte) y en la
Ingenieria Tisular (células cultivadas sobre un soporte) (lkada, 2006). El término de
Ingenieria Tisular se introdujo en 1987 (Tenenhaus y Rennekampff, 2016) y se define
como un campo multidisciplinario con el principal objetivo de mejorar la salud y calidad
de vida desarrollando sustitutos biolégicos con el fin de restaurar, o mejor regenerar,
mantener y mejorar la funcién de los tejidos y 6rganos mediante la aplicacién de

principios y métodos de la ingenieria y de las ciencias de la vida (Huang et al., 2012;
Theoret, 2009).

A. LA PIELHUMANA
1. Generalidades

La piel es el organo esencial mas extenso del cuerpo (Priya et al., 2008).
Representa el 15% del peso corporal, con una extension de aproximadamente 1,7-2,0
m® en el adulto (Summerfield et al., 2015; Peniche y Argielles, 2009), un peso que
puede alcanzar alrededor de 4-5 kg (Lee et al., 2013) y un grosor medio de 100 um, que
varia considerablemente dependiendo del area del cuerpo de que se trate (desde 1,5
mm en palmas de la mano y plantas de los pies hasta 50 um en los parpados) (Kanitakis,
2002).

2. Estructura de la piel

La estructura de la piel se compone principalmente por dos capas, la epidermis y
la dermis, separadas por la uniéon dermo-epidérmica (UDE) (Figura I1):
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Figura I1: Estructura de la piel y sus apéndices. Se representa la epidermis con sus estratos (estratos
basal; espinoso; granuloso y cérneo) y la dermis, ademas de un foliculo piloso y de una glandula sebacea.
Modificado de Pasparakis etal.,2014.

2.1. Epidermis

Es la estructura mas superficial con un grosor entre 60-100 um (Summerfield et
al., 2015). Embriolégicamente, la epidermis y sus apéndices son de origen ectodérmico
(Kanitakis, 2002). Se trata de un epitelio plano estratificado queratinizado que se
caracteriza porque las células mds superficiales, llenas de queratina (K), mueren
continuamente y se descaman, al tiempo que, para mantener el equilibrio de la
estructura, las células mas profundas (células madre basales), proliferan y se diferencian
continuamente (Velasquez et al., 2008). Debido a la ausencia de vasos sanguineos en la
epidermis, el tejido recibe nutrientes y oxigeno por difusién desde los vasos sanguineos
dérmicos (Summerfield et al., 2015) y factores de crecimiento desde las células
estromales de la dermis (Papini et al., 2003).
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2.1.1. Tipos de células de la epidermis
La epidermis contiene los siguientes tipos celulares (Figura 12):

° Queratinocitos. Son las células epidérmicas mas abundantes (Boyce y Warden,
2002), constituyendo el 90-95% de todas las células (Summerfield et al., 2015) y juegan
un papel esencial en la formacion del pelo, ufias y sebo (Lee et al., 2013). Todos los
queratinocitos contienen filamentos intermedios de K (proteina sulfatada marcador de
los queratinocitos y células epiteliales) que le proporciona a las células cierta rigidez,
dureza y semi-impermeabilidad y forman desmosomas entre células adyacentes. Como
consecuencia de su funcion de defensa contra infecciones bacterianas pueden secretar
un amplio rango de citoquinas pro-inflamatorias (Di Meglio et al., 2011), siendo de
particular importancia los péptidos antimicrobianos catidnicos, tales como las
catelicidinas (Summerfield et al., 2015).

La epidermis al estar en constante en renovacién presenta queratinocitos en
diferentes grados de diferenciacion. Se han identificado tres tipos en la epidermis
humana y en el bulbo de los foliculos pilosos en base a su crecimiento, comportamiento
cinético y distribucién local (Kim et al., 2004; Papini et al., 2003):

o Células madre. Son aproximadamente el 10% de las células del estrato basal y
estdn firmemente adheridas a la membrana basal. Estas células se autorenuevan
manteniendo la epidermis y dando lugar a la progenie diferenciada, estando
involucradas en la regeneracion celular y curacién de las heridas. Sus ciclos celulares son
lentos y con un elevado potencial proliferativo, siendo P63 un marcador de estas células
(Velasquez et al., 2008; Kim et al., 2004).

o) Células transitorias amplificadoras. Son aproximadamente el 40% de las células
del estrato basal. En cultivo, se replican con mas frecuencia que las células madre pero
dan lugar a menos pases. Estas células se despegan de la membrana basal y migran
hacia la superficie de |la epidermis en donde se diferencian.

o) Queratinocitos diferenciados terminalmente. Mueren y forman las |dminas
externas de células cornificadas (Papini et al., 2003). Se renuevan totalmente cada
cuatro semanas es decir, la célula del estrato basal que inicia su proceso de
diferenciacion después de la mitosis que la origind, tarda aproximadamente 28-30 dias
en transformarse en célula cornificada totalmente queratinizada (Kanitakis, 2002). Su
vida media disminuye con la edad del donante, existiendo diferencias intrinsecas en el
potencial de crecimiento de las células madre y en la proporcién de generacién de
diferenciacién terminal entre recién nacidos y adultos (Papini et al., 2003).
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. Melanocitos. Se originan a partir de células neuroectodérmicas que migran
desde la cresta neural para situarse en la dermis diferencidndose en melanoblastos. A
partir de la decimoprimera semana del desarrollo embriolégico, los melanoblastos se
transforman en melanocitos y se localizan en la epidermis en contacto con el estrato
basal y en los foliculos pilosos donde inician la produccién de melanina (Lee et al., 2013;
Hirobe, 2005). Aproximadamente en el quinto mes de la gestacion, la poblacién de
melanocitos alcanza una cantidad estable por unidad de superficie, sobre unos 800/mm?
de la superficie cutdnea, con variaciones regionales (maxima densidad en la piel de los
genitales y menor cantidad en las palmas de las manos y plantas de los pies) (Cichorek et
al., 2014).

Una proporcion de melanoblastos terminan como células madre de melanocitos
que se encuentran en la region del bulbo del foliculo piloso. Estas células madre pierden
su capacidad de autorenovacion con la edad, conduciendo a un encanecimiento
(Kanitakis, 2002). Recientes resultados muestran que existen células madre de
melanocitos en la dermis, multipotentes, similares a las células madre de la cresta
neural y capaces de diferenciarse a melanocitos. Estas células madre dermales migran
desde su reservorio en la dermis hacia la epidermis (Li et al., 2010). También pueden
surgir desde células gliales inmaduras (precursores de células de Schwann) desde los
nervios que inervan la piel (Ernfors, 2010).

Los melanocitos sintetizan, producen y transfieren granulos de melanina
(melanosomas) hacia los queratinocitos vecinos mediante secrecion citocrina (Carlson,
2005), formandose una unidad epidérmica de melanina compuesta por un melanocito
en contacto con aproximadamente 36 queratinocitos (Regnier et al., 1999) o un
melanocito por 4-10 queratinocitos basales (Kanitakis, 2002). Las variaciones étnicas en
la pigmentaciéon se deben a diferencias en la actividad del melanocito (cantidad de
melanina que sinteticen, liberen y transfieran) asi como a la distribucion de los
melanosomas dentro de la epidermis, y no a un diferente nimero de melanocitos (Topol
et al., 1986).

Para identificarlos, en las secciones de piel tefiidas de forma rutinaria con
hematoxilina-eosina (H-E), los melanocitos aparecen como células basales con un nucleo
basdéfilo y un citoplasma claro. Ultrastructuralmente al observarlos por microscopia
electrénica de transmisién (TEM), tienen un citoplasma electron-lucido con numerosos
melanosomas en distintas etapas de maduracién. También se pueden identificar con
anticuerpos (Ac) que reconocen antigenos especificos de melanocitos tales como el
antigeno Melan-A o la tirosinasa. Los melanocitos también expresan constitutivamente
la proteina S100ab y vimentina (Cichorek et al., 2014).

La principal funcién de los melanocitos es protegernos del estrés genotdxico
inducido por la radiacidn ultravioleta que dafia al ADN (Lee et al., 2013). Esta proteccion
es posible gracias a una mayor produccién de melanina y a la transferencia de los
melanosomas desde los melanocitos al nucleo de los queratinocitos adyacentes a través
de sus dendritas (Goding, 2007). Ademds, la melanina dentro de los melanosomas
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probablemente actla como sumidero para las especies de oxigeno altamente reactivas
que de otro modo llevaria al dafio del ADN (Ernfors, 2010; Hirobe, 2005).

. Células dendriticas de Langerhans. Se originan desde precursores
hematopoyéticos CD34+ de la médula dsea (Kanitakis, 2002) que migran y se situan
entre las células de los estratos basal y espinoso representando un 3-6% de todas las
células en la epidermis. Son células dendriticas, de forma poliédrica con varias
prolongaciones citoplasmaticas que se ramifican profusamente y sus extremos se unen
con las ramificaciones de los queratinocitos adyacentes (Summerfield et al., 2015).

Ultraestructuralmente presentan un nucleo lobulado o dentado y un citoplasma
granuloso donde se observan unos corpusculos membranosos denominados granulos de
Birbeck, que se originan por la invaginacién de la membrana celular (Kanitakis, 2002).

Su funcidn es la captacidn de antigenos depositados en las superficies epiteliales,
procesarlos y volverlos a exteriorizar para presentarlos a los linfocitos T e iniciar asi, una
respuesta inmunoldgica.

° Células (o discos) de Merkel. Presentan caracteristicas neuroendocrinas vy
epiteliales. Son células redondeadas y algo aplanadas. Inicialmente se pensd que
derivaban del neuroectodermo de la cresta neural. Sin embargo, recientes estudios
consideran que se originan a partir de células epiteliales ectodérmicas. Esta aseveracion
se sustenta en la presencia de desmosomas que permiten una unidén mas estrecha con
los queratinocitos y en la existencia de filamentos de K. En etapas tempranas del
desarrollo llegan a la epidermis y se localizan entre el estrato basal y espinoso y en la
[dmina epitelial del foliculo piloso. Su densidad es baja mostrando variaciones
regionales, siendo maxima en la piel de las palmas de las manos y plantas de los pies.
Son mecanorreceptores que intervienen en la captacién de estimulos mecanicos.

Las células de Merkel se reconocen facilmente al microscopio electrénico gracias
a la presencia de granulos citoplasmaticos neurosecretores, de 80-120 nm de diametro
con un nucleo central electrén-denso rodeado por un halo claro y una sola membrana.
También se pueden identificar por inmunohistoquimica, gracias a la expresion de
antigenos especificos como la enolasa, cromogranina, sinaptofisina y varios
neuropéptidos (Kanitakis, 2002).

° Linfocitos. La epidermis también contiene un pequefo nimero de células T
(<1.3%) (Summerfield et al., 2015). Estas células estan presentes principalmente en el
estrato basal e intervienen en las etapas iniciales de la respuesta inmunoldgica del
organismo (Kanitakis, 2002).
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Figura 12: Estratos y componentes celulares que conforman la epidermis. Modificado de http://b-log-
ia20.blogspot.com.es/2015/12/el-sistema-tegumentario.html.

2.1.2. Organizacion de la epidermis

La piel se puede clasificar en gruesa o fina segun el espesor de la epidermis. La
epidermis de la piel gruesa (palmas de las manos y plantas de los pies) estd compuesta
por cinco estratos (Gartner y Hiatt, 2003) a diferencia de la piel fina que presenta cuatro,
careciendo de estrato lucido, y con los estratos corneo, granuloso y espinoso de tamafio
reducido (Figura 13).

. Estrato basal o germinativo. Es el estrato mas profundo formado por una unica
capa de queratinocitos cubicos o cilindricos con capacidad proliferativa que se
encuentran sobre la membrana basal y se unen a ella mediante hemidesmosomas (Ross
et al.,, 2004). Las células de este estrato poseen un nucleo grande redondeado u
ovalado, con heterocromatina marginal y nucléolos prominentes y un citoplasma
ligeramente basofilo, constituido por polirribosomas y algunas cisternas de reticulo
endoplasmatico rugoso. Ademas, existen vacuolas unidas a la membrana que contienen
melanosomas pigmentados transferidos desde los melanocitos. También se observan
algunos haces de K5y K14.

° Estrato espinoso. Este estrato se compone de 5-15 capas de queratinocitos que
normalmente ya no se dividen, aunque no han perdido completamente su capacidad
proliferativa. Dependiendo del grosor de |la epidermis, el estrato esta integrado por mas
de 4-6 capas de células (piel gruesa) o solamente por 2-3 capas (piel fina). Los
queratinocitos espinosos son poliédricos, de nicleo redondeado u ovalado, separados
por una fina hendidura pero unidos por desmosomas, dandoles el aspecto de “espinas”
que contribuyen a la integridad y a la funcién barrera de la epidermis. En el citoplasma
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de las células “espinosas” también se visualizan, con el microscopio electrénico, unos
granulos membranosos ovalados que miden 0,1-0,4 um de didmetro, denominados
granulos laminares, cuyas laminas transversales electrén-licidas y electréon-densas
contienen abundantes lipidos. Estas células también sintetizan la proteina involucrina,
gue se dispone en la superficie interna del plasmalema.

A menudo se denomina estrato de Malpighi al estrato basal y espinoso en
conjunto, y su continua actividad mitdtica es responsable de la constante migracién de
estas células hacia la proxima capa, el estrato granuloso. El citoplasma de los
queratinocitos de este estrato posee abundantes filamentos de K1 y K10 que se
organizan concéntricamente alrededor del nucleo y en pequefios haces que se
proyectan de forma radial en las prolongaciones citoplasmaticas (Kanitakis, 2002).

. Estrato granuloso. Lo forman 2-3 capas de células ligeramente aplanadas con
nucleos alargados que contienen cromatina condensada. En el citoplasma se localizan
abundantes granulos basdfilos, de bordes irregulares, que le proporcionan ese aspecto
al estrato. Los granulos estan constituidos por una sustancia precursora de la K llamada
queratohialina, que contiene una proteina rica en azufre denominada profilagrina que,
en el estrato cdrneo, se transforma por protedlisis y desfosforilacion, en filagrina para
integrar en ese estrato una matriz interfilamentosa que condensara a los filamentos de
K en haces densos y gruesos. El procesamiento de las K de alto peso molecular ocurre en
este estrato, modificando la K1 a K2 y la K10 a K11.

Los granulos laminares provenientes del estrato espinoso, se sitlan en la
periferia de las células y mediante exocitosis vierten su contenido lipidico al espacio
intercelular para conferir la impermeabilidad propia de la epidermis; ademas de esta
propiedad, la presencia de los lipidos dificulta el paso de sustancias nutritivas
provenientes de los capilares sanguineos de la dermis que, por difusion deberian llegara
los estratos mas superficiales (lucido y cérneo). Este impedimento nutricional acelera la
muerte de estas células.

Esta lamina por tanto, se caracteriza por la acumulacion de los componentes
necesarios para el proceso de muerte celular programada y formacion de una barrera
impermeable superficial.

° Estrato lucido. Suele aparecer como una delgada regidn translicida intercalada
entre los estratos granuloso y corneo pero no siempre es evidente (solo se encuentra en
la epidermis de la piel gruesa). Estd constituido por 2-3 capas de células planas. Los
queratinocitos del estrato lUcido carecen de nucleos (o si aun los poseen estdn en
proceso de caridlisis) y de la mayoria de las organelas, solo poseen en su interior una
proteina impregnada de colesterol denominada eleidina, producto de transformacion de
los granulos de queratohialina y filamentos de K densamente agrupados.
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° Estrato cérneo. Es el estrato mds superficial que se subdivide en dos
capas: una es profunda y compacta y la otra es superficial y suelta. La piel delgada
presenta 3-4 capas de células, en cambio, la piel gruesa pueden contener 40-50 capas.
Esta constituido por un conjunto de células aplanadas, los corneocitos, sin nucleo ni
organulos (solamente contienen filamentos de K), suspendidos en una matriz lipidica,
constituyendo una estructura impermeable e insoluble responsable de la funcidn
protectora de la epidermis. La K le proporciona a las células del estrato cierta rigidez,
dureza e impermeabilidad. Estos corneocitos sufren un proceso de descamacion, que
implica la liberacion de enzimas por parte de los lisosomas que degradan las pocas
organelas existentes e inclusive actlan, en las capas mas superficiales, sobre la K de los
desmosomas para facilitar este proceso. De esta forma, las capas superficiales
gueratinizadas del estrato corneo se descaman a la misma velocidad con que la que son
reemplazadas por la actividad mitética de los estratos basal y espinoso.

————» Estrato granuloso

Estrato Suprabasal No
Proliferativo

Estrato espinoso

Estrato Basal
Proliferativo

—, Estratobasal

Figura 13: Morfologia de los queratinocitos que forman los estratos de la epidermis. Modificado de
http://accessmedicina.mhmedical.com/content.aspx?bookid=1538&sectionid=102302563.

2.2. Dermis

La dermis de la piel subyace a la epidermis y deriva del mesodermo. Tiene un
grosor entre 0,6-3 mm que varia considerablemente con la localizacion anatdomica
(siendo mucho mas gruesa en las palmas y plantas que en los parpados) y con la
profundidad (Summerfield et al., 2015). Presenta apéndices derivados de la epidermis y
corren a través de ella los plexos vascular y nervioso. Sufre un continuo recambio,
regulado por mecanismos que controlan la sintesis y degradacién de sus componentes
proteinicos (Kanitakis, 2002).

10



Introduccion

2.2.1. Tipos de células de la dermis
La dermis contiene los siguientes tipos celulares:

° Fibroblastos. Son el tipo celular mas abundante, de origen mesenquimal (se
identifican por la expresion del antigeno vimentina) con forma de huso. Son los
encargados de la produccién y organizacién de la matriz extracelular (MEC) (Lee et al.,
2013). Para ello, liberan citoquinas y factores de crecimiento que tienen efectos
autocrinos y paracrinos (Brusselaers et al., 2010; Veldsquez et al., 2008). La actividad
autocrina incluye factor de crecimiento transformante-B (TGF-B) que induce la sintesis
de tejido conectivo y secrecion de factores de crecimiento que promueven la
proliferacién de fibroblastos y la sintesis de colageno. Ademas, juegan un papel
significativo en las interacciones epiteliales-mesenquimales mediante su actividad
paracrina (Wong et al., 2007), que afecta al crecimiento y diferenciacién de los
queratinocitos (Lee et al., 2003), especialmente a través de la secrecién del factor de
crecimiento de queratinocitos (KGF), factor estimulante de granulocitos y macréfagos
(GM-CSF), interleuquina (IL)-6 y factor de crecimiento fibroblastico (FGF). En respuesta,
los queratinocitos sintetizan IL-1 y el péptido relacionado con la hormona paratiroidea
que estimula a los fibroblastos a sintetizar KGF (Wong et al., 2007).

Ademads de los fibroblastos, existen otras poblaciones en menor cantidad, que

presentan caracteristicas especificas:

—Fibrocitos. Son fibroblastos pequefios y quiescentes, sin actividad metabdlica
obvia que residen en tejidos conectivos maduros (Pasparakis etal., 2014).

—Fibroclastos. Son fibroblastos con actividad fagocitica que digieren el colageno
(Kanitakis, 2002).

—Miofibroblastos. Son células que derivan de fibroblastos durante el proceso de
curacion de las heridas. Contienen miofilamentos, ademas de actina muscular y mas
raramente desmina (Kanitakis, 2002).

° Células dendriticas (CD). Existen al menos dos tipos de CD en la dermis humana
(Summerfield et al., 2015).

- CD de tipo I. Estan presentes alrededor de los capilares en la dermis papilar,
alrededor de las glandulas sudoriparas y en la hipodermis. Expresan marcadores
mesenquimales, asi como algunas moléculas superficiales de células presentadoras de
antigeno como el antigeno leucocitario humano de clase Il (HLADR/DQ), CD14y CD36.

- CD de tipo Il. Se localizan en la dermis media-profunda, alrededor de los
foliculos pilosos, a nivel del bulbo. Se caracterizan por la expresion del antigeno CD34,
antigenos mesenquimales y ocasionalmente antigenos HLA-DR.

11
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° Macroéfagos. En condiciones normales los macrdfagos son escasos en la dermis.
Sin embargo, después de una lesidn, los monocitos se reclutan rapidamente y se
diferencian en macréfagos (Summerfield et al., 2015; Mahdavian Delavary et al., 2011).

. Linfocitos. La dermis contiene un gran numero de linfocitos, incluso bajo
condiciones de reposo, que se ha estimado incluso superior al nimero de células en la
circulaciéon sanguinea (Pasparakis et al., 2014; Sheridan y Lefrangois, 2011; Clark et al.,
2006).

° Mastocitos. Son células mononucleares procedentes de la médula osea.
Presentan una membrana celular vellosa y contienen granulos citoplasmaticos
caracteristicos, que se tifien metacromaticamente con azul de toluidina. Se distribuyen
principalmente por la dermis perivascular (Kanitakis, 2002).

2.2.2. Organizacion de la dermis

La dermis se organiza en dos capas, debido en gran parte a las diferencias en la
organizaciéon del tejido conectivo, patrones nerviosos y vasculares y de la densidad
celular (Figura 14).

Capa papilar. Se trata de la regién superficial de la dermis. Su nombre se debe a
qgue forma una serie de elevaciones llamadas papilas dermales que se introducen entre
las prolongaciones epiteliales de la epidermis (crestas epiteliales) confiriéndole un
aspecto irregular a la UDE, incrementando asi la superficie de contacto entre la dermis y
epidermis permitiendo una mejor adhesién entre ellas.

Se compone por tejido conectivo laxo, integrado por pequefios haces finos vy
entrecruzados de fibras de coldgeno de pequeiio diametro (tipo | y tipo lll) que se
extienden perpendicularmente a la UDE (Kanitakis, 2002). Por lo general, no se
encuentran fibras eldsticas maduras en la dermis papilar normal. Las fibras elasticas
grandes, densas y con estructura anormal, son el sello distintivo de la piel dafiada por el
sol. Las caracteristicas estructurales de la matriz en esta capa permiten que la piel se
adapte al impacto.

La capa papilar en comparacion con la capa reticular contiene una elevada
densidad de células fibroblasticas, con una elevada tasa de actividad metabdlica para
sintetizar diferentes especies de proteoglicanos (PG).

Esta capa estd muy vascularizada por plexos capilares que se proyectan hacia la
epidermis a través de las papilas dérmicas y se encuentra inervada por terminaciones
nerviosas libres, nocirreceptoras y mecanorreceptoras. A través de las terminaciones
sensoriales, la piel establece una relacién muy estrecha con el sistema nervioso central
(SNC).

12
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° Capa reticular. Es la region dominante de la dermis y de la piel. Es la capa mas
profunda, gruesa y densa. El limite entre la dermis papilar y reticular lo marca un plano
horizontal de vasos sanguineos, el plexo subpapilar. Esta capa se compone
principalmente de fibras de coldgeno de gran diametro organizadas en grandes haces.
Las fibras elasticas maduras, ramificadas en forma de banda, forman una estructura
alrededor de los haces de las fibras de coldgeno. Los dos sistemas de fibras estan
integrados y pueden interactuar para proporcionar a la dermis propiedades mecdnicas
fuertes y resistentes.

Capa papilar

NERMIS .
Capa reticular

Figura 14: Capas que forman la dermis. Modificado de https://www.studyblue.com/notes/note/n/histo-
integument-shit/deck/7955194.

2.3. Unién dermo-epidérmica

La UDE es una membrana basal entre la epidermis y la dermis que forma una
linea ondulada irregular, producto de la emisidn, por parte de la epidermis, de crestas
epiteliales hacia la dermis subyacente, la cual proyecta a su vez papilas dermales entre
las crestas. Generalmente, es poco ondulada en la piel fina pero en la piel gruesa como
en las yemas de los dedos, muestra mayor ondulacién e irregularidad, constituyendo las
huellas dactilares o dermatoglifos. En general, podemos distinguir varios componentes
en la UDE: las membranas celulares de los queratinocitos basales con sus
hemidemosomas, una |ldmina basal y los componentes fibrosos asociados a la lamina
reticular (fibrillas de fijacién, microfibrillas dérmicas y fibras de coldgeno).
Ultraestructuralmente la ldmina basal comprende: la ldmina ldcida, que es una zona
electrén-lacida, mide 20-40 nm de espesor y contiene laminina y fibronectina; y la
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[dmina densa, que es una zona electrén-densa, mide 30-60 nm de espesor y contiene
coldgeno tipo IV (Lim et al., 2009).

Aunque los queratinocitos sintetizan la mayoria de los componentes, los
fibroblastos también los sintetizan e influyen a través de su interaccion directa (Lee y
Cho, 2005) y a través de la secrecion de citoquinas en los queratinocitos (Konig et al.,
1992).

La UDE juega un papel fundamental como soporte mecanico para la adhesién de
la epidermis a la dermis y regula el intercambio metabdlico entre estos dos
compartimentos y el continuo recambio de la epidermis (Papini et al., 2003). Ademas,
determina la polaridad de crecimiento, dirige la organizacidn del citoesqueleto en las
células basales, proporciona sefales de desarrollo, sirve como barrera semipermeable y
como soporte para la migracion de los queratinocitos durante la curacién de las heridas.

2.4. Matriz extracelular

La MEC constituye el soporte en el cual residen las células de la piel (Rhee, 2009).
Las interacciones entre las células y la MEC son de gran importancia pudiendo afectar a
la adhesidn, migracion, proliferacion y diferenciacion de las células y a la regeneracion y
reparacion de los tejidos. En los organismos vivos en desarrollo, la MEC se degrada
constantemente y se vuelve a sintetizar y remodelar, cambiando el entorno en el cual
residen las células.

La MEC de la piel estd compuesta por fibras y sustancia fundamental (Peniche y
Arglelles, 2009). En la epidermis es delgada y compuesta predominantemente por
carbohidratos, pero en la dermis es mas gruesa pudiéndose distinguir:

. Fibras

- Fibras de coldageno. La mayoria de las fibras estdn compuestas de colageno,
principalmente de los tipos |y Il (98%), responsables de la resistencia mecanica de la
piel (Peniche y Arglelles, 2009). Ultraestructuralmente tienen un didmetro de 100 nm vy
muestran estriacidn transversal en secciones longitudinales con una periodicidad de 64
nm. Estas fibras se disponen en haces que se vuelven mdas gruesos en la dermis
profunda. Otros coldgenos encontrados incluyen los tipos IV (UDE y membrana basal de
los apéndices cutaneos, vasos, musculo y nervios) y tipo VII (fibras de anclaje de la UDE)
(Kanitakis, 2002).

- Fibras reticulares. Consisten bioquimicamente en un conjunto de fibras delgadas
de colageno tipo | y lll y fibronectina (Kanitakis, 2002).

- Fibras eldsticas. Son las responsables de las propiedades retractiles de la piel.
Estdn compuestas por la proteina elastina y rodeadas por un nimero variado de
microfibrillas de fibrilina dandole ese contorno irregular (Kanitakis, 2002). En la dermis
papilar son delgadas pero llegan a ser mas gruesas en la dermis reticular, donde tienden
a disponerse horizontalmente. Son comunes en la piel de pacientes con ciertas
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enfermedades hereditarias del tejido conectivo, en el envejecimiento de la piel y en la
piel dafiada, en donde presentan una estructura anormalmente grande y densa.

° Sustancia fundamental

Consiste en varias macromoléculas, tales como PG, glicosaminoglicanos (GAG) y
glicoproteinas (fibronectina, laminina, vitronectina, trombospondina y tenascina) que
rellenan el espacio entre las fibras y las células, y cuyas funciones son principalmente la
adhesion y migracidn celular y la remodelacién del tejido. Es muy abundante en la
dermis papilar y alrededor de los apéndices cutdneos (Peniche y Arglelles, 2009).

2.5. Anejos de la piel

La piel estd asociada a varios anejos. Son estructuras que participan activamente
en su fisiologia y se originan a partir de esbozos epidérmicos embrionarios que al
interactuar con el tejido mesodérmico se diferencian en estructuras de proteccion
(pelos y unas) o de secrecidén (glandulas sebaceas, sudoriparas merocrinas y apocrinas y
mamarias) (Summerfield etal., 2015).

2.6. Inervacion de la piel
La piel contiene una inervacidn rica y compleja, con dos ramas:

. La rama aferente (inervacién centripeta) es responsable de la percepcién de las
variaciones y agresiones que llegan desde el exterior [tacto, presidn, vibracion, dolor,
temperatura (T2), picazén]. Esta funcién es mediada por fibras sensitivas mielinizadas o
no mielinizadas, terminaciones nerviosas libres y corpusculos tactiles (discos de Merkel,
corpusculos de Meissner, corpusculos de Pacini, corpusculos de Krause y corpusculos de
Ruffini) (Figura 15).

° La rama eferente (inervacién centrifuga) es responsable de la regulacién de la
vasomotricidad, secrecién de sudor y piloereccion. Estas funciones las llevan a cabo las
fibras no mielinizadas del sistema simpatico.

Las terminaciones nerviosas libres son ramificaciones de fibras nerviosas que
carecen de envuelta de mielina. Captan sensaciones de dolor, tacto fino, calor y frio.
Estan distribuidas de manera no uniforme por toda la superficie corporal. En
determinados lugares como los dedos de la mano, la cara, los labios son mas
abundantes que en otras regiones del cuerpo. Se caracterizan porque estan situadas en
la capa papilar de la dermis y penetran entre los queratinocitos de los estratos basal y
espinoso de la epidermis. Aunque la presencia de fibras nerviosas dentro de la
epidermis ha sido ampliamente debatida durante mucho tiempo, estudios han
demostrado que los axones dérmicos pueden penetran en la epidermis y llegar a estar
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en contacto con las células de Langerhans, posiblemente regulando su capacidad de
presentacion de los antigenos (Kanitakis, 2002).

Los nervios en la dermis se reconocen facilmente gracias a su aspecto ondulante;
contienen axones rodeados por células de Schwann y por fibroblastos perineurales.
Estas células se pueden diferenciar facilmente por inmunohistoquimica: los axones
expresan neurofilamentos (NF) y periferina (el filamento intermedio de las células
neuronales);las células de Schwann expresan la proteina S100, proteina acida fibrilar
glial (GFAP) y proteina bdsica de mielina; y los fibroblastos perineurales expresan

vimentina (Blais etal., 2013).
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Figura I5: Receptores sensoriales de la piel. Modificado de https://www.dreamstime.com/stock-
illustration-sensory-receptors-skin-detailed-anatomy-beautiful-bright-colors-image49741056.

3. Funciones de la piel

Los diversos integrantes de la piel sana realizan una amplia variedad de
funciones vitales que intentan mantener la homeostasis del cuerpo humano con el
medio ambiente (Peniche y Arguelles, 2009; Veldsquez et al.,, 2008), gracias a la
elaborada estructura de la piel asociada a varios tejidos con diferentes origenes
(epitelial, conectivo, vascular, muscular y nervioso) (Kanitakis, 2002). Las 4 principales
funciones son (Figura 16):
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° Proteccion. Su superficie relativamente impermeable previene la deshidratacion
asi como nos protege de las agresiones mecanicas, quimicas y térmicas (Caicedo et al.,
2005). Actua como una barrera fisica frente a la invasién de microorganismos, a través
de una placa de acidos grasos que yace sobre la piel, fungistatica y bacteriostatica y
también por el hecho de que la piel esta colonizada por bacterias no invasivas que sirven
para competir con patdégenos mas invasivos mediante la elaboraciéon de antibidticos,
competicidon por sustratos alimenticios y creaciéon de un ambiente con pH adverso
(Niyonsaba y Ogawa, 2005). Ademas, ciertas células integrantes de la epidermis como
las células de Langerhans y linfocitos que llegan a ella, tienen la capacidad de captar
antigenos y transferirlos a las células efectoras de la respuesta inmunoldgica. También
nos protege de las radiaciones ultravioletas por la melanina, que ademas le confiere
coloracidn a la epidermis (Caicedo et al., 2005).

. Sensacion. La piel es el principal érgano sensitivo del cuerpo con diversos
receptores que captan sensaciones de tacto, calor, frio, presion y dolor, permitiéndole
asi, interactuar con el medio ambiente y relacionarlo con el SNC (Caicedo et al., 2005).

° Termorregulacion. En ser humano es el érgano principal que regula la T2
corporal y mantiene el equilibrio hidrico. El cuerpo esta aislado contra la pérdida de
calor por la presencia de pelos y tejido subcutaneo adiposo (Zhang y Fu, 2008). Por el
contrario, la pérdida de calor se ve favorecida por la evaporaciéon del sudor en la
superficie cutanea y por un incremento en el flujo sanguineo de la rica red vascular de la
dermis.

° Metabolismo. El tejido adiposo subcutdneo constituye un gran almacén de
energia, principalmente en forma de triglicéridos. Ademas, la piel sintetiza vitamina D
por accién de la radiacion ultravioleta y completa asi la obtenida en la alimentacion (Lee
et al., 2013).

También existen otras funciones no menos importantes:

. Reparacion. Cura las heridas y repara el dafio celular causado por radiaciones
ultravioleta.
° Vascularizacion. A través de los vasos sanguineos vy linfaticos de la dermis, se

absorben sustancias que atraviesan la epidermis, como algunos medicamentos
(lociones, cremas o pomadas) contribuyendo asi a la nutricidn, regulacién de la T2y
drenaje linfatico.

° Comunicacidn. Conduce los estimulos nerviosos y secreta citoquinas.
° Atencidn. Através de la pigmentacidn, distribucion del pelo, sudoracion.
° Lubricacion. Porla secrecién de las glandulas sebaceas.
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Figura 16: Funciones de la piel: proteccién, termorregulacion, sensacion y metabdlica. Modificado de
https://www.bbraun.es/es/pacientes/cicatrizacion-de-heridas/que-saber-sobre-la-piel .html.

4. Fases del proceso de curacidn de las heridas

Debido a que la piel sirve como barrera de proteccion contra el ambiente
exterior, cualquier ruptura en ella se debe reparar rapida y eficientemente. La curacion
de las heridas de piel es un proceso de mecanismos moleculares y humorales altamente
regulados y dinamicos.

El cierre de una herida puede realizarse por regeneracion o reparacion. Mientras
la regeneracién describe la sustitucion especifica del tejido, la reparacion es una forma
inespecifica de curacién en la que la herida cura por fibrosis y formacién de una cicatriz.
Esto ultimo, desafortunadamente, es la principal forma de curacién de las heridas de la
piel en el adulto. El producto final no es ni estética ni funcionalmente perfecto. Los
apéndices epidérmicos que se perdieron en el sitio del dafio no se regeneran, y cuando
la herida cura se conserva un tejido conectivo cicatricial donde la matriz de colageno se
reconstituye mal, en densos haces paralelos.

Uno de los principales objetivos de la medicina regenerativa es averiguar cémo
se puede inducir a la piel a reconstruir las partes dafadas de una manera lo mas
perfecta posible. Conocer por tanto, el proceso de curacién de las heridas es basico si se
quiere desarrollar métodos que interfieran en el mismo. Consta de las siguientes fases
que se solapan en el tiempo y el espacio (Zhang y Fu, 2008) (Figura 17):

a) Coagulacién. La mayoria de las heridas en |a piel causan fugas de la sangre desde
los vasos sanguineos dafiados. Inmediatamente después de la lesién, la coagulacién y la
hemostasia sirven para minimizar esta pérdida de sangre (Reinke y Sorg, 2012). La
cascada de la coagulacién se activa a través de la via extrinseca (iniciadas por factores de
coagulacién desde la piel lesionada) e intrinseca (las plaquetas se activan por exposicion
al colageno), lo que da lugar a la agregacion plaquetaria y la formacion del codgulo
(Mescher, 2017). Al mismo tiempo los vasos lesionados siguen una vasoconstriccion a
los 5-10 min, provocada por las plaquetas, para reducir la pérdida de sangre y llenar el
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hueco de tejido con un codgulo de sangre formado por moléculas de fibrina,
fibronectina, vitronectina, trombospondinas, plaquetas, proteinas de la sangre y células
sanguineas atrapadas en él, ademds de citoquinas y factores de crecimiento formando
una matriz provisional como una estructura de soporte para la migracién de leucocitos,
fibroblastos, queratinocitos y las células endoteliales y como un reservorio de factores
de crecimiento (Reinkey Sorg, 2012).

b) Inflamaciéon. Esta fase se puede dividir en una fase temprana con el
reclutamiento desde la sangre de neutréfilos y una fase tardia con la aparicién vy
transformacién de monocitos en respuesta a cambios moleculares en la superficie de las
células endoteliales de los capilares de revestimiento en la zona de la herida y por una
gran variedad de sefiales quimiotacticas, para eliminar las bacterias contaminantes por
fagocitosis y secrecién de proteasas que producen la muerte local de las bacterias y
ayudan a degradar el tejido necrético (Velnar et al., 2009). Los neutrdfilos y monocitos
activados, liberan un gran nimero de factores de crecimiento y citoquinas importantes
en la activacién de queratinocitos, fibroblastos y células endoteliales (Maxson et al.,
2012; Mahdavian Delavary et al., 2011).

Los mastocitos también se activan y liberan granulos llenos de enzimas,
histamina y otras aminas activas. Estos mediadores son los responsables de los signos de
inflamacion alrededor del sitio de la herida: rubor (enrojecimiento), calor, tumor
(inflamacidn) y dolor (Maxson et al., 2012).

c) Proliferacion. Normalmente comienza el tercer dia después de la lesién y dura
alrededor de 2 semanas. Los fibroblastos se adhieren a la matriz de fibrina y comienzan
a producir coldgeno (Clark, 2001). A medida que el coldgeno madura, se crean mas
entrecruzamientos intramoleculares e intermoleculares, con la finalidad de aumentar la
fuerza del tejido débil. A medida que aumenta la sintesis de colageno, la proliferacion de
los fibroblastos decrece. El TGF-B liberado anteriormente por las plaquetas y por los
macréfagos es una sefal critica, ya que aumenta la produccion global de los
componentes de la MEC, incluyendo colageno, PG y fibronectina. Al mismo tiempo TGF-
B disminuye la secrecién de proteasas responsable de la degradacién de la matriz y
estimula la produccién del inhibidor tisular de metaloproteasas (TIMP) (Diegelmann y
Evans, 2004).

La reepitelizacidn de la superficie ocurre a partir de los queratinocitos basales,
suprabasales y de los foliculos pilosos si se encuentran intactos. Estos se unen mediante
hemidesmosomas a la laminina de la membrana basal por medio de integrinas. Para
migrar, los hemidesmosomas tienen que desensamblarse mediante las enzimas
colagenasa y elastasa, y en el borde delantero de los queratinocitos se expresan nuevas
integrinas y relocalizan los receptores de coldgeno, con el fin de agarrar y rastrear la
matriz provisional y la dermis subyacente de la herida. Después del inicio de la
migracion, los queratinocitos del borde de la herida proliferan, proporcionando un
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grupo extra de células para reemplazar las células perdidas durante la lesidon (Maxson et
al., 2012). Los principales reguladores de esta proliferaciéon son el factor de crecimiento
epidérmico (EGF), KGF, factor de crecimiento insulinico-1 (IGF-1) y factor de crecimiento
nervioso (NGF) que actian como mitégenos. Cuando los queratinocitos de los bordes se
acercan, la fusion del epitelio se realiza mediante contactos adherentes intercelulares
para finalmente cerrar la herida como una cremallera. Como resultado de esta fase de
proliferacién es el desarrollo de tejido de granulacidon, que se caracteriza por la gran
cantidad de células.

En esta fase se produce la neovascularizacién (movilizacién de progenitores
endoteliales derivados de la médula dsea)/angiogénesis (brote de capilares desde vasos
sanguineos existentes) en el lecho de la herida para reconectar a la perfusion nutritiva
Tonnesen (Tonnesen et al., 2000).

d) Remodelacidn. Esta fase comienza el dia 21 después de la lesidn llegando a durar
1-2 afos o incluso mas (Maxson et al., 2012). La remodelacién mantiene un equilibrio
entre la degradacion y la sintesis. Los haces de coldgeno aumentan su diametro y se
entrecruzan para incrementar la fuerza tensil y elasticidad del tejido a la vez que la
fibronectina vy la fibrina se degradan (Baum y Arpey, 2005).

Gradualmente, la actividad de los TIMP aumenta, resultando en una caida en la
actividad de las enzimas metaloproteasas de matriz (MMP) aumentando la acumulacion
de la nueva MEC (Mulder y Berg, 2002). Cuando la expresién de MMP cesa, se inicia la
sintesis de la membrana basal y se crean nuevos hemidesmosomas. A pesar de que la
deposicion inicial de los haces de coldgeno es altamente desorganizada, la nueva matriz
de colageno se vuelve mas orientada y reticulada. El tejido conectivo subyacente se
contrae y atrae los margenes de la herida, los miofibroblastos causan esta contraccidon
por sus multiples anclajes al coldgeno.

Finalmente, a medida que la herida cicatriza, la densidad de fibroblastos y
macréfagos se reduce por apoptosis. Con el tiempo, el crecimiento de los capilares se
detiene, el flujo sanguineo en la zona disminuye, y la actividad metabdlica decrece,
resultando en una herida totalmente curada (Maxson et al., 2012). Las células
suprabasales de la epidermis dejan de expresar integrinas y K basales y sufren la
diferenciacion hacia los estratos superiores de la epidermis.
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Figura 17: Fases del proceso de curacion de las heridas. Modificado de http://b-log-
ia20.blogspot.com.es/2015/12 /el -sistema-tegumentario.html.

5. Clasificacion y tratamiento de los diferentes tipos de heridas

Las heridas de la piel suelen clasificarse en agudas, cuando curan en el tiempo
esperado, dependiendo de la edad del paciente, localizacién, tamafio y etiologia de la
herida; y crénicas, cuando tardan en curar mas de lo normal o son incapaces de hacerlo,
por lo tanto, tienden a poner en riesgo de infeccion al herido y pueden conducir a la
amputacion del o de los miembros afectados.

Entre las heridas crénicas se encuentran las Ulceras venosas, las ulceras
neuropaticas diabéticas de los miembros inferiores, las Ulceras por presién, la
epidermdlisis bullosa y las heridas por quemaduras. Las heridas por quemaduras son las
de mayor incidencia, por lo que ahora en adelante nos referiremos fundamentalmente a
las mismas. Estas pueden considerarse criticas cuando son:

e Desegundo grado, cubriendo mas del 30% del cuerpo.
e Detercer grado, cubriendo la cara, los brazos o las piernas.

e Detercer grado, cubriendo mas del 10% del cuerpo (Peniche y Arglelles, 2009).
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En cuanto a la clasificacidon de las heridas segun el nivel de las capas de la piel
que afectan tenemos (Morgan et al., 2000) (Figura 18):

° Herida epidérmica. Afectan solo a la epidermis y normalmente se producen por
qguemaduras del sol o rozaduras, se caracterizan por eritema y poco dolor. Estas lesiones
no requieren de un tratamiento quirdrgico ya que solo se ve afectada la epidermis y la
regeneracion es rapida desde los queratinocitos no dafiados de los foliculos pilosos
(Papini et al., 2003) y sin cicatriz porque no se deposita nueva MEC. Sin embargo,
usualmente se requiere terapia de apoyo, regular la analgesia y fluidos intravenosos en
las lesiones extendidas.

. Herida dermo-epidérmica superficial. Afectan a la epidermis y a la parte
superficial de la dermis. Las terminaciones nerviosas superficiales quedan expuestas
haciendo a estas lesiones dolorosas. Aqui se incluyen a las quemaduras de primer grado
(Peniche y Arglielles, 2009). Su reparacién ocurre dentro de las dos semanas sin secuelas
de cicatrizacion. Los queratinocitos basales proliferan y migran hacia la zona dafiada al
igual que las células del borde de la herida, foliculos pilosos o de las glandulas sebdaceas.
El tratamiento aplicado principalmente para evitar la progresion de la herida es con el
uso de cremas antimicrobianas y coberturas oclusivas, para una rapida reepitelizacion
en un ambiente hiumedo (Papini et al., 2003).

° Herida dermo-epidérmica profunda. Causan un gran dafio a la dermis quedando
pocos apéndices y por lo tanto, tardan mas tiempo en sanar. Aqui se incluyen a las
guemaduras de segundo grado (Peniche y Argielles, 2009). El proceso de curacién es
similar a las heridas mas superficiales, sin embargo, al quedar pocos apéndices tardan
mas tiempo en sanar. La cicatrizacién y fibroplasia es mds intensa comparada con la
anterior.

° Herida profunda. Afecta la piel en todo su espesor, debido a quemaduras de
tercer grado (Blais et al., 2013), intervenciones quirdrgicas o por algunas enfermedades
(ulceras grandes) y hay una pérdida total de la sensibilidad. Este tipo de herida cura por
contraccion, con reepitelizacion solamente en los bordes de la herida (Papini et al., 2003)
ya que tanto los foliculos pilosos, como las glandulas sudoriparas y sebaceas se pierden
en el sitio de la lesion (Barthel y Aberdam, 2005). Requieren una barrera de proteccion
para prevenir las infecciones y desecaciones. Es necesario reponer cierta parte del tejido
u érgano para evitar la pérdida de su funcién anatdmica vy fisioldgica. Cuando la herida
es mayor de 1 cm de didmetro requiere un injerto de piel que puede ser un autoinjerto
desde una zona donante a la zona lesionada. Su reparacidon deja siempre una cicatriz,
dejando deformidades cosméticas y morbilidad (Groeber et al., 2012; Shevchenko et al.,
2010).
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Figura 18: Tipos de heridas segun el nivel de las capas de la piel que afectan. Modificado de
http://www.urgomedical.es/understanding-together-2/skin-and-wound-healing/.

B. LA MEMBRANA AMNIOTICA

1. Generalidades

En el embarazo, el feto humano se encuentra rodeado por dos membranas
fetales: la membrana amniética (MA) y el corion (llancheran et al., 2007). La MA se
desarrolla desde el tejido extraembrionario que recubre la placenta y rodea al fluido
amniotico y al feto constituyendo la capa mas interna de la placenta (Parolini et al.,,
2008). La MA es una membrana delgada, elastica y semitransparente de 0,02-0,5 mm de
grosor (Riau et al., 2010) que no tiene vasos sanguineos, ni vasos linfaticos ni tampoco
nervios (Wu y Hui, 2006; Wilshaw et al., 2008), por lo que los nutrientes llegan al feto
por difusion desde el fluido amnidtico y/o desde la decidua (Niknejad et al., 2008).

2. Estructura de la Membrana Amnidtica

La estructura de la MA consiste en (Figura 19):

° Epitelio amniético. Es una ldmina de células cuboidales y columnares derivadas
del ectodermo (Wilshaw et al., 2008) en contacto con el fluido amniético (Parolini et al.,
2008).

° Membrana basal. El epitelio amnidtico se encuentra sobre una membrana basal
de MEC en contacto con el estroma (Parolini et al.,, 2008). Esta membrana basal esta
compuesta de colageno tipo |, lll, IV, V y VII; y una elevada concentracion de laminina y
fibronectina que promueven el anclaje, migracién y crecimiento celular (Wu y Hui, 2006)
ademas de regular la diferenciacion, morfogénesis epitelial y prevenir la apoptosis (Riau
et al.,, 2010). Otro componente importante es la endostatina, con potente accion
antiangiogénica (Riauetal., 2010).
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° Estroma. Es un tejido conectivo derivado del mesodermo. Es compacto y forma
el principal esqueleto de la MA (Niknejad et al., 2008). Puede variar de grosor entre las
distintas placentas e incluso entre distintas zonas de la misma placenta. Consta de:

- Capa compacta. Compuesta predominantemente por los coldgenos tipo | y I,
gue mantienen la integridad mecanica de la MA; los colagenos tipo V y VI que forman
conexiones filamentosas entre los colagenos tipo | y IlI; la membrana basal epitelial y
fibronectina. Todos estos componentes son secretados por las células mesenquimales
situadas en la capa fibrobldstica ya que esta capa carece de células (Niknejad et al.,,
2008).

- Capa fibroblastica. Formada por una red reticular laxa que contiene
esporadicas células mesenquimales similares a fibroblastos y a veces también se
observan macréfagos (Niknejad et al., 2008).

- Capa esponjosa. Consiste en una compleja red de fibrillas finas de coldgeno
rodeada por mucus en contacto con el corion (Wilshaw et al., 2008). Su abundante
contenido de PG y glucoproteinas le da esa apariencia esponjosa (Niknejad et al., 2008).

La otra membrana fetal, la mas externa, es la membrana coridnica (corion) que
consiste en una regiéon mesodérmica y otra trofoblastica (Figura 19). Contiene vasos
sanguineos que permiten la transferencia de nutrientes desde la sangre materna a la
sangre fetal (Riau et al., 2010). También deriva del trofoectodermo del blastocisto
implantado (llancheran et al., 2007). El mesodermo amniético y coridnico son similares
en composicién. Una larga e incompleta membrana basal separa el mesodermo
corionico de las células trofoblasticas (Parolini et al., 2008).

Lo mas externo de las membranas fetales es la decidua, que esta compuesta por
endometrio modificado y es el Unico componente de las membranas de origen materno
(Riau et al., 2010).
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Figura 19: Estructura de las dos membranas fetales. Modificado de Niknejad et al.,2008.

3. Propiedades de la Membrana Amnidtica

La MA tiene una serie de propiedades bioldgicas (Ueno et al., 2006) y mecanicas
gue la hacen adecuada para su uso en Ingenieria Tisular (Lo y Pope, 2009; Niknejad et al.,
2008; Toda et al., 2007), tanto en fresco como tras su criopreservacion:

° Proteccion. La MA permite un control adecuado del fluido y permeabilidad a los
gases. Previene la pérdida de liquido, electrolitos, proteinas, calor y energia (Rejzek et
al., 2001). La permeabilidad es direccional, asi la humedad y el oxigeno difunden

libremente en el lecho de la herida, acelerando la curacién (Yoshita et al., 2004; Kesting
et al., 2008).

° Propiedades antiinflamatorias. La matriz estromal de la MA suprime la
expresion de las citoquinas pro-inflamatorias IL-1a y IL-1p, sintetizando sus respectivos
antagonistas del receptor (Niknejad et al., 2008). En la MA se sintetizan también TIMP-1,
-2, -3y -4 y IL-10 (Toda et al., 2007) para inhibir a las MMP que expresan las células
polimorfonucleares y macréfagos (Ueno et al., 2006). Por otro lado, se evita la
quimiotaxis que podria atraer a los macréfagos, mediante la expresion del factor
inhibidor de la migracién de macréfagos (MIF). Ademds, la MA sintetiza el ligando
inductor de la apoptosis relacionado con el factor de necrosis tumoral-a (TNF-a) que
suprime la migracién de las células presentadoras del antigeno del complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC) de clase Il e induce la apoptosis de las células Ty B (Toda et
al., 2007).
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. Propiedades antimicrobianas. Los niveles bacterianos son mas bajos
probablemente como resultado de la buena adhesién a la herida evitando Ia
contaminacién adicional (Talmi et al., 1991) y a sustancias antibacterianas como las B-
defensinas, elafina, inhibidores de la elastasa y de la proteasa (Niknejad et al., 2008;
Splichal y Trebichavsky, 2001) y la lactoferrina (suprime la produccién de IL-6)
(Kanyshkova et al., 2001).

° Propiedades antiangiogénicas. Los efectos de la MA en el desarrollo de vasos
sanguineos es un tema controvertido. El efecto antiangiogénico de la MA es el resultado
de su estructura avascular y a la expresidn por parte de las células amnidticas de TIMP-
1,-2,-3,-4, asi como trombospondina-1 y endostatina, tanto en las MA en fresco como en
las MA criopreservadas (Lo y Pope, 2009; Kesting et al., 2008; Burgos, 1986), por ello se
utiliza en oftalmologia (Wolbank et al., 2009).

Otras investigaciones han revelado la expresién por parte de las células
amnidticas del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) y el factor de
crecimiento fibroblastico basico (bFGF), lo que sugiere que las MA tienen propiedades
proangiogénicas (Bogic et al., 2000) y cuando se aplica en pacientes con ulceras crénicas
en piernas cubiertas con MA se observa una proliferacién significativa de los vasos
(Wolbank et al., 2009).

. Propiedades analgésicas. La MA reduce notablemente los niveles de dolor,
probablemente esto es debido a que cubren las terminaciones nerviosas expuestas
limitando el contacto entre el lecho de la herida y el medio ambiente (Kesting et al.,
2008). Ademas, cuando se utiliza como apdsito bioldgico, disminuye la necesidad de
cambiarlo frecuentemente disminuyendo el dolor que esto conlleva (Lo et al., 2010; Ley-
Chavez et al., 2003).

° Baja inmunogenicidad. La antigenicidad de la MA, al contrario que la del corion,
es baja (Lo y Pope, 2009) porque las células que la componen, no expresan antigenos
HLA de clase | (HLA -A, -B, -D) ni antigenos HLA de clase Il (HLA-DR, -DQ) (Niknejad et al.,
2008) en la superficie celular, cuya funcién es inducir la respuesta inmune. Sin embargo,
si que expresan, HLA-G (llancheran et al., 2007), involucrado en la tolerancia inmune al
actuar como ligando para receptores inhibitorios presentes en las células Natural Killer y
macréfagos, sugiriendo que el rechazo agudo no ocurriria después del trasplante
(Insausti et al., 2010). Ademas, la inmunogenicidad de la MA criopreservada es menor
que la de la MA fresca, ya que dependiendo del método de criopreservacion utilizado las
células tras la criopreservacion no son viables (Loy Pope, 2009; Niknejad et al., 2008).

26



Introduccion

. Promueve la reepitelizacion. La MA tanto en fresco como criopreservada
expresa factores de crecimiento y factores de crecimiento transformante [EGF, KGF,
factor de crecimiento hepatico (HGF), bFGF, TGF-a, y TGF-B 1,-2,-3] y receptores de KGF
y HGF, tanto en el epitelio como estroma, con unos niveles mas elevados en la MA en
fresco (Koizumi et al., 2007).

° Propiedades mecanicas. La MA es delgada vy flexible pero tiene alta resistencia a
la traccion y es capaz de soportar el estrés mecdanico del procedimiento de aplicacion del
injerto de MA (Gajiwala y Gajiwala, 2004). La elasticidad, rigidez y otras propiedades
biomecdnicas de la MEC dependen de la variacién en de los niveles de colageno, PG y
elastina. La elastina que se detecta principalmente en el epitelio con presencia también
en el estroma, es la base molecular de la elasticidad (Riau et al., 2010; Hieber et al.,
1997).

° Reduce la cicatrizacidon. En una respuesta inflamatoria, los macréfagos producen
citoquinas que inician la fibrosis a través del sistema de sefnalizacion TGF-B profibrolitico.
La MA suprime este sistema, por ejemplo, inhibiendo el receptor de TGF-f tipo Il en los
miofibroblastos que depositan colageno produciendo fibrosis (Tseng et al., 1999). De
esta manera, se promueve la reconstruccion del tejido en lugar de la formacién de tejido
cicatricial (llanchean et al., 2009).

° No tumorigenicidad. No existen evidencias de tumorigenicidad en humanos
cuando las células derivadas de la MA son trasplantadas en voluntarios en un intento de
corregir diversas enfermedades (Lo y Pope, 2009).

° Pocos problemas éticos. La MA se descarta después del parto, es facil de
obtener sin dafiar a las madres ni a los bebés y supera los problemas éticos asociados
con el uso de las células madre embrionarias (CME). El comité ético, aprueba el uso de la
MA siempre que la madre firme el consentimiento informado de cada institucion (Li et
al., 2006).

27



Introduccion

4. La Membrana Amnidtica como soporte

En la actualidad, existe un debate sobre si la MA intacta o descelularizada es el
mejor sustrato para su uso como soporte en la expansion ex vivo de las células. Algunas
investigaciones muestran los potenciales beneficios con la MA intacta. En contraste,
otros grupos han informado que la MA descelularizada puede mejorar la proliferacion,
diferenciacion y la adhesién celular, asi como un crecimiento mas uniforme de las
células en comparacion con la MA intacta. La presencia del epitelio amnidtico puede
también obstaculizar la expansién de explantes cultivados sobre la MA y retrasar la
formacién de hemidesmosomas. Esto se traduce en un mejor proceso de cicatrizaciéon
de las heridas, siendo una de las propiedades mas importantes de la MA que determina
la mayoria de sus indicaciones clinicas. Por lo tanto, la MA descelularizada parece la
opcién preferida en Ingenieria Tisular.

4.1. Métodos de descelularizacion de la Membrana Amnidtica

Actualmente, se han descrito varios métodos para descelularizar el epitelo de la
MA tanto enzimaticos como quimicos, desnaturalizantes de proteinas (Riau et al., 2010)
0 una combinacidon enzimatica-quimica, pudiendo estar todos ellos seguidos por un
tratamiento mecdanico para su uso en oftalmologia (Riau et al., 2010; Hopkinson et al.,
2008). Sin embargo, no existe un consenso sobre cudl es el mejor método para preparar
el soporte. Cada método ha demostrado tener diferentes efectos sobre la eliminacion
de las células epiteliales amnidticas (CEA) y de las células mesenquimales estromales
amnidticas (CMEA), estructura de la membrana basal, MEC y propiedades bioldgicas.
Idealmente, el método de descelularizacion sera eficiente cuando no altere la integridad
de estas estructuras ni la funcion biolégica.

° Dispasa. La dispasa, obtenida desde Bacillus polymyxa (Lim et al., 2009), actta
enzimaticamente por accién proteolitica. Tiene como diana las proteinas de Ila
membrana basal, tales como laminina, coldgeno tipo IV y VII, y fibronectina (Stenn et al.,
1989). El uso de 1,2 U/ml de dispasa entre 5 min y 2 h a T2 ambiente seguido por un
suave raspado, resulta en la ruptura de la membrana basal, especialmente la lamina
densa (Lim et al., 2009). El estroma se desorganiza y el colageno tipo VI, fibronectina, y
varios factores de crecimiento tales como TGFa, y receptores de TGFB1 y -B2, receptor
de EGF, VEGF y factor de crecimiento derivado de las plaguetas (PDGF) disminuyen
después de la incubacién (Hopkinson et al., 2008).
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° Acido Etilenediaminetetraacético (EDTA). El EDTA es un agente quelante que
influye en los contactos célula-célula regulados por iones calcio. Los estudios han
descrito el uso de EDTA en un rango de concentraciones de 0,02% a 0,25% durante 10
min hasta 2 h a 372C, generalmente seguido por el raspado mecanico de los restos de
las CEA que permanecen tras el tratamiento. El aumento de las concentraciones y de los
tiempos de tratamiento no mejord la eliminacion de las CEA. Con un suave raspado,
consiguieron la eliminacion de alrededor del 40% de esas células pero se observaron
danos en la membrana basal, mientras que con un raspado mas agresivo, eliminaron la
mayoria de las CEA pero la membrana basal resulté mds dafiada (Hopkinson et al.,
2008), ademds de quedar expuestas las fibras de colageno del estroma. Esto hace que la
técnica sea ineficiente y dificil de estandarizar llevando a una descelularizacién
inconsistente (Koizumi et al., 2000)

° Tripsina/EDTA (T/E). La combinaciéon de T/E se usa generalmente para separar
las células sembradas de los frascos de cultivo. Para eliminar las CEA de la MA se utiliza
en un rango de concentraciones desde 0,1% a 0,25% a 372C durante 30 min. La mayoria
de las veces, las CEA se separan sin raspado mecdnico, pero algunos grupos han
informado que es necesario un suave raspado después de la incubacion (Riau et al,,
2010).

° Urea. La urea es una proteina desnaturalizante que tiene la habilidad de
solubilizar las proteinas (Bennion y Daggett, 2004). La descelularizacion de la MA puede
llevarse a cabo en frio con urea 5M durante 5 min, seguido por un suave raspado. Los
beneficios de este método son el corto tiempo de incubacién y la facil disponibilidad de
la urea. La MA descelularizada usando este método muestra una superficie lisa de la
membrana basal por microscopia electréonica de barrido (MEB), la presencia de lamina
basal por TEM, y la presencia de los componentes de la MEC y de factores de
crecimiento.

° Etanol. El etanol se ha usado para desprender las células epiteliales corneales
desde la membrana basal. La descelularizacién con etanol se realiza incubando la MA
con 20% de etanol durante 30 seg, seguido de un raspado mecanico agresivo. Los
beneficios de la técnica son el breve tiempo de incubacidon y la disponibilidad inmediata
del etanol. La membrana basal, lo componentes de la MEC y una serie de factores de
crecimiento se siguieron expresando en la MA descelularizada por este método
(Hopkinson et al., 2008).

° Termolisina. La termolisina es una MMP neutral de zinc, estable al calor, aislada
desde Bacillus strearothermophilus. EI mecanismo de accidén no estd muy claro pero
parece similar al de la dispasa, aunque es mas especifica al escindir el complejo de
hemidesmosomas a nivel de la integrina a6/B4 (Hopkinson et al., 2008). El tratamiento
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de la MA con 125 mg/ml durante 9 min es suficiente para mantener la membrana basal
y la MEC. Simplemente con una etapa de lavado es posible eliminar las CEA sin el
raspado mecanico o el cepillado con una esponja quirdrgica (Hopkinson et al., 2008).
Esto mejora la integridad de la membrana basal ya que los colagenos tipo IV y VII,
integrinas a6 y B4, y laminina-5 se siguen expresando consistentemente después del
tratamiento.

° Dodecil sulfato de sodio (SDS). El SDS es un detergente idnico que se une a las
membranas celulares y causa la destruccién de la bicapa lipidica. El tratamiento durante
24 h a T2 ambiente seguido de la incubaciéon con desoxirribonucleasa | (DNAsa I;
50U/ml) y ribonucleasa (RNAsa; 1U/ml) durante 3 h a 379C, asegura la eliminacién del
ADN residual y ARN desde la matriz (Wilshaw et al., 2006). Otros en cambio no usaron
este Ultimo paso eliminando igualmente las células pero con retencién del ADN en la
matriz (Taghiabadi et al.,, 2015b). Con este método también se evita el raspado
mecdnico (Riau et al., 2010; Wilshaw et al., 2006).

° Ciclos de congelacién-descongelacién. Ultimamente se ha probado la técnica de
repetidas congelaciones-descongelaciones desde 37-(-80)2C, posterior incubacion con
T/E a 4°C durante toda la noche y por ultimo raspado mecanico (Mahmoudi-Rad et al.,
2013) o repetidas congelaciones-descongelaciones y digestion con DNasa | para eliminar
el ADN residual (Huang et al., 2013; Ji et al., 2011). Los resultados confirmaron que este
nuevo método no solamente mantiene la integridad de la estructura de la membrana
basal y sustancias bioactivas en la MA sino que elimina los componentes celulares
completamente (por la formacion de cristales de hielo que lisan a las células) sin dejar
fragmentos o células residuales. Para mejorar la fuerza mecanica y bioestabilidad,
Huang et al., (2013) le afiadieron a la MA 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida.

5. La Membrana Amnidética como fuente de células para Ingenieria Tisular

Se han llevado a cabo varias investigaciones sobre el aislamiento y
caracterizacion de  poblaciones celulares con propiedades de células
madre/progenitoras a partir de la MA (Parolini et al., 2008). Estas células pueden ser
epiteliales o mesenquimales segun se aislen desde el epitelio o desde las ldminas
mesenquimales, respectivamente (Miki et al., 2010; Murphy et al., 2010; Marongiu et al.,
2010; Diaz-Prado et al., 2010a). Las células epiteliales derivan del ectodermo vy las
células mesenquimales derivan del mesodermo por lo tanto, tienen diferente origen
embrioldgico. En 2007, la “International Placenta Stem Cell Society” ha unificado la
nomenclatura de estas células (Lindenmair et al., 2012), denominandolas CEA y CMEA
respectivamente. Ambas poblaciones son faciles de aislar y presentan caracteristicas
gue las hacen candidatas para su utilizacion en Terapia Celular.
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5.1. Caracterizacion inmunofenotipica de las células aisladas de la Membrana
Amnidtica

La caracterizacién inmunofenotipica de las CMEA muestra la presencia de los
marcadores de células madre mesenquimales (CMM) bien definidos (CD90, CD44, CD73,
CD166, CD105 y CD29), descritos para la médula ésea con la ausencia de los marcadores
hematopoyéticos (CD34 y CD45) y la falta concomitante de marcadores de monocitos
(CD114), macréfagos (CD11) y marcadores de fibroblastos (Abdulrazzak et al., 2010;
Insausti et al., 2010; Kobayashi et al., 2008; Mihu et al., 2009). Las CMEA también
expresan bajos niveles de HLA-ABC, pero no expresan HLA-DR, indicando que pueden
ser Utiles en procedimientos de trasplante clinico (Parolini et al., 2009).

Las CEA son positivas para desmina y vimentina (Toda et al., 2007) y también
para los mismos marcadores propios de CMM que las CMEA (Diaz-Prado et al., 2010a).
llancheran et al., (2007) demostraron que las CEA expresan marcadores de superficie
gue estdn normalmente presentes en las CME y células germinales, tales como el
antigeno embrionario especifico del estadio 3 (SSEA3), SSEA4, antigeno de rechazo
tumoral (TRA-1-60) y TRA-1-81 y otros antigenos tales como el miembro de la
superfamilia de cassettes de unién al ATP/proteina de resistencia al cancer de mama
(ABCG2/BCRP), CD9, CD24, E-cadherina e integrina a y B (Niknejad et al., 2008; Insausti
et al., 2010). Estas CEA también expresan factores de transcripcién especificos para
células pluripotenciales tales como la proteina de unién al octdmero (Oct4), Nanog, Sox-
2 (SRY-related HMG-box gene 2) y Rex-1 (Parolini et al., 2009; Miki et al., 2007, 2005).
Las CMEA también son positivas para estos marcadores de pluripotencia (Kim et al,,
2014), pero la positividad para marcadores de CME, como SSEA-3 o SSEA-4, sigue siendo
debatida (Parolini et al., 2009; Bilic et al.,, 2008; Ueno et al.,, 2006). En cultivo, los
fenotipos de ambas poblaciones celulares se mantienen desde el pase PO hasta el pase
P9 (Diaz-Prado et al., 2010a).

5.2. Potencial de diferenciacion de las células aisladas de la Membrana
Amnidtica

La pluripotencia de las células derivadas de la MA la han demostrado varios
cientificos empezando por Tamagawa et al., (2004) siendo corroborada por estudios
posteriores en donde demuestran la capacidad de estas células de diferenciarse in vitro
hacia células de los tres linajes germinales (Insausti et al., 2010; llancheran et al., 2007
Miki et al., 2005).

Las CMEA presentan el fenotipo de las células progenitoras neuronales antes de
cultivarlas en medio de induccién neural y la capacidad de diferenciarse hacia células
similares a neuronas (linaje ectodérmico). La nestina y Musashil (células progenitoras
neuronales) se expresan en las CMEA indiferenciadas pero su expresién se incrementa
significativamente después de la induccién. Lo mismo sucede con Tu) 1, NF-medio, GFAP
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(Bilic et al., 2008; Toda el al., 2007), enolasa especifica de neuronas y proteina asociada
a los microtubulos después de su cultivo en medio de inducciéon neural especifico
(Tamagawa et al., 2008; Kim et al., 2007; Portmann-Lanz et al., 2006; Sakuragawa et al.,
2004).

Tamagawa et al.,, (2007) mostraron que las CMEA fueron capaces de
diferenciarse a células con caracteristicas de hepatocitos (linaje endodérmico). Las
CMEA expresaron ARN hepatocitico tipico, tal como el de la albumina, K18, a-
fetoproteina, 1-antitripsina y el del factor nuclear de hepatocitos (HNF-4) pero después
de la induccién in vitro sélo expresaron el de la glucosa-6-fosfatasa, ornitina
transcarbamilasa y almacenamiento de glucégeno.

En cuanto a la diferenciacién de CMEA hacia el linaje mesodérmico, In't Anker et
al., (2004) demostraron el potencial osteogénico y adipogénico. Después de la
diferenciacion osteogénica las CMEA sufrieron cambios morfoldgicos y mostraron
depdsitos de calcio cuando fueron tefiidas con von Kossa. Por otro lado, después de
diferenciacion adipogénica, las CMEA se convirtieron en células con multiples vacuolas
que se tifieron con Oil Red O. Posteriormente, Portmann-Lanz et al., (2006) mostraron la
capacidad de diferenciacion de estas células hacia los linajes condrogénicos vy
miogénicos. La diferenciacion condrogénica la demostraron por la presencia de
abundante coldgeno en la MEC por medio de la tincidn de azul alcian y la diferenciacion
miogénica la demostraron al determinar la expresién de factores de transcripcidn
miogénicos tales como Myo D y Myogenin y la expresion proteica de desmina en las
CMEA cultivadas en el medio de diferenciacién. Alviano et al., (2007) confirmd estos
resultados y fue el primero en demostrar el potencial de diferenciacion angiogénico de
estas células. Este ultimo estudio reveld que las CMEA, después del cultivo en los
medios de induccién con VEGF, expresaron marcadores endoteliales especificos tales
como el receptor del VEGF, asi como la aparicion de CD34 y del factor von Willebrand.

En cuanto al potencial cardiomiogénico (linaje mesodérmico), las CMEA
expresaron después de la induccién cardiomiogénica genes especificos cardiacos tales
como GATA4, MLC-2a (cadena ligera de la miosina), MLC-2v, cTnl y cTnT (Tanaka et al.,
1999; Zhao et al., 2005). Zhao et al., (2005) mostraron tras el trasplante de las CMEA en
los corazones de ratas con infartos de miocardio, que estas CMEA sobrevivieron en el
tejido cicatricial durante 2 meses y se diferenciaron en células similares a
cardiomiocitos.

Las CEA poseen caracteristicas de las células progenitoras neurales expresando
algunos marcadores de diferenciacion de células madre neurales, neuronas y células
gliales tales como nestina, acido glutdamico descarboxilasa, GFAP y nucledtido ciclico
fosfodiesterasa (Miki et al., 2005). Elwan et al., (2003) y Kakishita et al., (2000),
demostraron la diferenciacion de las CEA hacia células neurales con capacidad para
sintetizar y liberar acetilcolina, catecolaminas y la dopamina, sugiriendo su posible
utilidad en el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas (Parolini et al., 2008).
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La diferenciacién hepatica de las CEA fue descrita también por Sakuragawa et al.,
(2000). Estos investigadores demostraron que las CEA cultivadas producian albdmina y
a-fetoproteina y las identificaron integradas en el parénquima hepdtico de ratones con
inmunodeficiencia combinada severa, tras el trasplante de CEA en el higado. Estudios
posteriores demostraron que estas CEA también muestran otras propiedades
funcionales asociadas con hepatocitos, tales como almacenamiento de glucégeno vy
expresion de factores de transcripcién enriquecidos en el higado, como el HNF y varios
genes metabolizantes de los farmacos (citocromo P450) (Miki et al., 2005; Takashima et
al., 2004; Davila et al., 2004).

La diferenciacion de las CEA a otro linaje endodérmico, el pancreatico, también
fue descrito. Wei et al., (2003) cultivaron estas CEA en presencia de nicotinamida para
inducir la diferenciacidn pancreatica y observaron la expresion de insulina.

La diferenciacion de CEA a células cardiacas se evalud por primera vez por Miki et
al., (2005). Después de inducir la diferenciacion de las CEA se detectd un patréon de
tincidon de a-actinina muy similar al de los cardiomiocitos derivados de las CME, y de los
factores de transcripcion GATA-4 y Nkx 2.5.

La diferenciacién de las CEA a otro linaje mesodérmico la describid llancheran et
al., (2007), quienes mostraron que las CEA pueden diferenciarse en células con un
fenotipo y marcadores caracteristicos de los miocitos, osteoblastos y adipocitos.

6. La Membrana Amnioética como fuente de factores

Uno de los mecanismos propuestos de acciéon de la MA transplantada para
facilitar la reepitelizacién, la reduccion de la cicatriz y la inflamacién (Choi et al., 2009)
en pacientes con problemas en la piel es la liberacion de factores de crecimiento tales
como EGF, TGF-a, -B1, -2 y -B3, KGF, el receptor del KGF, HGF, el receptor del HGF, el
bFGF, VEGF y PDGF (Manochantr et al., 2010), ademas de TIMP-1 y TIMP-2 implicadas
en la curacion normal de las heridas y en la respuesta inflamatoria. La cuantificacién de
estos factores de crecimiento utilizando el ensayo ELISA mostré unos mayores niveles
en la MA en fresco en comparacién con la MA descelularizada. También observaron una
mayor localizacion de estos factores en el epitelio que en el estroma amnidtico (Riau et
al., 2010).

Estudios experimentales de curacion de las heridas con la solucién comercial de
citoquinas derivadas de las células de la MA han mostrado el rapido cierre de las
gquemaduras y heridas crénicas en modelos animales. La proliferacién, migracién y
diferenciacion de los fibroblastos y queratinocitos se debe a la produccién de los
factores de crecimiento (Uberti et al., 2010). Ademas VEGF, angiogenina, y PDGF juegan
un papel esencial en la angiogénesis (Uberti et al., 2010).

También las CEA y CMEA sintetizan y liberan factores favorables para tratar
lesiones del sistema nervioso como los neurotransmisores acetilcolina, catecolaminas y
dopamina (Parolini et al., 2008), pero también otras moléculas como activina y nogina
(Toda et al., 2007; Sakuragawa et al., 2004). Ademds, el medio condicionado por las CEA
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y CMEA de la MA tiene una funcion neurotrdfica al secretar el NGF (Yang et al., 2013),
neurotrofina-3 (NT-3) y el factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF) (Yang et al,,
2013; Brohlin et al., 2009). Ademds, las CMEA producen varias citoquinas y factores
inmunomoduladores como prostaglandina E2, IL-10, indoleamina 2,3-dioxigenasa, 6xido
nitrico y HLA-G (Soleymaninejadian et al., 2012).

C. EL CORDON UMBILICAL
1. Generalidades

El Cordon Umbilical (CU) une el feto a la madre durante el embarazo. Se
desarrolla en la semana 26 de gestacién a partir del mesodermo extraembrionario o
embrionario (Sadler, 2004) y va creciendo progresivamente hasta formar un corddn
helicoidal con un didmetro medio de 1,5 cm a término, que puede alcanzar una longitud
de aproximadamente 60-65 cm de largo y un peso de aproximadamente 40 g en el
nacimiento (Di Naro et al., 2001).

2. Estructura del Cordén Umbilical

El CU muestra una compartimentacion tisular en el que las caracteristicas
celulares y elementos de la MEC difieren entre si. Estudios estructurales y funcionales
reconocen al menos seis zonas, que del exterior hacia el interior son (Figura 110):

e Epitelio umbilical (capa simple/mdltiple de células epiteliales cubicas).

e Estroma subamnidtico.

e Hendiduras.

e Estroma intervascular (nombrado clasicamente como gelatina de Wharton).

e Estroma perivascular.

e Vasos (dos arterias y una vena) (Can y Karahuseyinoglu, 2007). Los vasos del CU y
el mesénquima circundante (incluyendo la gelatina Wharton) derivan desde el

mesodermo extraembrionario y/o mesodermo embrionario (Salehinejad et al.,
2012).

La gelatina de Wharton, descrita por primera vez en 1956 por Thomas Wharton
(Wharton, 1996) y que incluye las regiones perivascular, intervascular y subamniética
(Abdulrazzak et al., 2010), es una matriz de tejido conjuntivo mucoso constituido por
células especializadas tipo fibroblasto y ocasionalmente mastocitos embebidos en una
sustancia fundamental, compuesta principalmente de GAG. El mas abundante, el acido
hialurdnico, constituye el 70% de todos los GAG que encierra a los vasos umbilicales
(Cany Karahuseyinoglu, 2007). El CU no tiene capilares ni vasos linfaticos.
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El componente fibrilar mas abundante del estroma intercelular y que construye
fuertes enlaces con los GAG y PG, proporcionando al estroma una extraordinaria
resistencia, son las fibras de colageno (50% de tejido seco del CU), siendo los colagenos
tipo 1 y lll los mds abundantes en la regién intervascular y pared arterial, mientras que
las fibras eldsticas estan ausentes (Sobolewski et al., 1997).

3. El Cordon Umbilical como fuente de células para Ingenieria Tisular

Hasta el momento, se han identificado hasta cuatro fuentes de células madre en
el CU (Figura 110):

° Los amnioblastos (Miki et al., 2005).

° Células progenitoras hematopoyéticas de la sangre del CU (Ye et al., 1994).

° Células madre vasculares de la vena umbilical que se pueden dividir en células
del subendotelio y del endotelio de la vena umbilical (HUVEC) (Han et al., 2011).

° Células madre de la gelatina de Wharton (CMMGW) (Troyer y Weiss, 2008), que

son las células madre perivasculares, células madre de la zona intervascular y de la
region subamniodtica (Karahuseyinoglu et al, 2007).

Epitelio umbilical:
Amnioblastos

Sangre de CU:
Células

progenitoras

hematopoyética

Gelatina de

Wharton:
CMMGW

Endotelio:
HUVEC
Region
perivascular:

Células madre
perivasculares

Figura 110: Estructura del CU vy las células que se obtienen de él. Modificado de
https://cells4life.es/blog/sirven-las-celulas-madre-del-tejido-del-cordon-umbilical/.
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3.1. Caracterizacion inmunofenotipica de las células aisladas del Cordon
Umbilical

Las CMMGW son la poblacién predominante obtenida del CU, que se mantienen
en una fase embriolégica muy temprana y por lo tanto, todas ellas son células
estromales mesenquimales primitivas (Watson et al., 2015; Petsa et al., 2009) con
caracteristicas de CMM adultas como las define la Sociedad International de Terapia
Celular: crecen como células adherentes con morfologia mesenquimal, se
autorenuevan, expresan CD105, CD73, CD90 y carecen de expresion de CD45, CD34,
CD14 0 CD11b, CD79 0 CD19y HLA-DR.

A pesar de estas similitudes mencionadas, las CMMGW también presentan
ciertas diferencias con respecto a las CMM adultas y similitudes con respecto a las CMM
fetales como presentar una rapida proliferacion y gran capacidad de expansién ex vivo
(se pueden expandir 7-10 pases manteniendo un cariotipo estable). Esto se debe a la
expresion de telomerasa (Weiss et al., 2006; Mitchell et al., 2003). Diversos autores han
investigado la posible transformacién tumoral de estas células, comprobandose, que a
diferencia de las CME, no la sufren tras multiples pases de cultivo ex vivo, ni desarrollan
teratomas en animales. Ademds, las CMMGW son células pluripotentes que expresan
Oct4, Nanog y Sox-2 (Sabapathy et al., 2014) aunque en niveles bajos en relacion con las
CME, y marcadores de células madre primitivas como SSEA4, TRA-1-60 y el
transportador ABCG2 (Salehinejad et al., 2012).

Las CMMGW tienen efectos inmunosupresores. Experimentos in vitro
comparando las CMM derivadas de médula dsea, CMEA y CMMGW mostraron que estas
ultimas secretaban mas cantidad de factores inmunomoduladores tales como TGF-f1,
indoleamine 2,3-dioxigenasa, TSG6 y prostaglandina E2 cuando se exponian IL-1B y TNF-
o (Sabapathy et al., 2014). Ademads, expresan HLA de clase | pero no HLA de clase Il
(Troyer y Weiss, 2008). Por lo tanto, no deberian desencadenar una respuesta inmune
de rechazo de huésped contra injerto (Weiss et al., 2006). Sin embargo, existe un
trabajo que evalud la capacidad de las CMMGW de producir una respuesta inmune
cuando se inyectaron en la piel inflamada o cuando se expusieron a interferdn
previamente a la inyeccion, desencadenando la respuesta inmune (Cho et al., 2007).

3.2. Potencial de diferenciacion de las células aisladas del Cordon Umbilical

Multiples investigadores han estudiado la capacidad de diferenciacién de las
diferentes células madre que forman parte del CU. En particular, se ha demostrado que
al igual que en el caso anteriormente mencionado de las células aisladas de la MA, las
CMMGW se diferencian a células de los tres linajes germinales.

Las CMMGW expresan marcadores de células precursoras tales como nestina y
pueden también ser inducidas in vitro hacia células con caracteristicas morfolégicas y
bioquimicas de células neurales y células de Schawnn (Kuroda et al., 2011) en un
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aproximadamente 87%, expresando marcadores propios de las células nerviosas
(Anzalone et al., 2010; Fu et al., 2006b; Fu et al., 2004; Wang et al., 2004; Mitchell et al.,
2003), ademds de que se pueden diferenciar in vivo en células neurales cuando se
trasplantan dentro de cerebro de rata (Mufoz-Elias et al., 2004).

También se han diferenciado hacia células fotorreceptoras (linaje ectodérmico)
usando un medio con taurina y B-mercaptoetanol. La diferenciacién se confirmé
mediante la tincidn de la rodopsina (Sabapathy et al., 2014).

La diferenciacion de las CMMGW hacia células B-pancredticas lo describié entre
otros Sabapathy et al., (2014) cultivando estas CMMGW en presencia de nicotinamida y
B-mercaptoetanol para inducir la diferenciacién hacia progenitores pancredticos y
observaron por inmunohistoquimica la expresién de insulina.

Las CMMGW tienen la habilidad de diferenciarse espontaneamente hacia células
musculares lisas. Esto lo evaluaron detectando la presencia de musculos lisos vasculares
confirmandolo por la tincién de a-SMA (Sabapathy et al., 2014). La diferenciacion de las
CMMGW hacia otras células del linaje mesodérmico también se han realizado
diferenciando las CMMGW hacia osteoblastos, condrocitos y adipocitos (Sabapathy et
al., 2014).

D. INGENIERIA TISULAR DE LA PIEL

Las heridas profundas o quemaduras de tercer grado causan la pérdida
dramdtica de fluidos, pérdida del control de la T2 desequilibrios en iones,
inmunodepresion, dolor e invasidon bacteriana. El tratamiento de estos pacientes
requiere un rapido reemplazamiento de la piel para restablecer la barrera protectora y
funcional que la epidermis diferenciada proporciona y disminuir la pérdida de agua y
prevenir la infeccion. La dificultad en el tratamiento de estos pacientes con quemaduras
extensas y profundas es el nimero limitado de sitios donantes disponibles para realizar
un autoinjerto y la formaciéon de una segunda herida en el sitio donante. Los aloinjertos
obtenidos desde la piel de cadaver humano, los xenoinjertos desde piel de animales o
las coberturas sintéticas podrian usarse para cubrir rdpidamente las heridas de
guemados sin tener la limitacion de los autoinjertos (Hermans, 2014; Jones et al., 2013).
Sin embargo, estas coberturas proporcionan proteccion temporal y los aloinjertos vy
xenoinjertos podrian ser rechazados pudiendo necesitar un tratamiento definitivo
(Pouliot et al., 2002) y también poseen el riesgo de transmisiéon de enfermedades
(Shelton et al., 1998).

Una nueva herramienta para el tratamiento de las heridas surge tras el rapido
desarrollo de la Medicina Regenerativa para sintetizar sustitutos bioldgicos y mejorar la
funcidn de los tejidos. Se necesitan tres componentes: 1) células madre, que retienen su
capacidad para autorrenovacion o células diferenciadas; 2) soporte, que sirve para
sostener a las células; y 3) factores de crecimiento y diferenciacién (Toda et al., 2007). La
Ingenieria Tisular emerge como una terapia experimental motivada principalmente por
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la necesidad critica de una cobertura permanente temprana de las lesiones por
guemaduras extensas en pacientes con insuficientes zonas de piel autdloga para un
autoinjerto (Oragui et al., 2011; Zhang y Fu, 2008).

1. Cultivo de laminas de epitelio

En pacientes que presentan heridas profundas con pérdida completa de la
epidermis y de la dermis siempre que sea posible se realiza un autoinjerto de piel desde
una zona donadora. Sin embargo, existen casos como los quemados con un 30-40% o
mas de la superficie corporal dafiada, en donde esto no es posible ya que el problema
radica en la disponibilidad de éste y la morbilidad del sitio de extraccién, ocasionando
una nueva herida al individuo y causando deformidades estéticas, ademas de
infecciones (Macri y Clark, 2009).

En la década de los setenta Karasek y Charlton (1971) demostraron que los
gueratinocitos tratados con tripsina son capaces de crecer sobre ldminas plasticas y en
1975, Rheinwald y Green describieron un sistema capaz de generar grandes superficies
de epitelio estratificado mediante la proliferacion y crecimiento in vitro de los
queratinocitos, a través del uso combinado de células alimentadoras (fibroblastos
murinos 3T3 irradiados) y medio de cultivo. Este procedimiento permitié expandir los
queratinocitos propios del paciente aproximadamente 10.000 veces su numero inicial.
Asi, 2 cm® de piel donante son suficientes para cubrir una superficie corporal
equivalente a 2m?, en 3-5 semanas (Jones et al., 2002) lo que constituye una de las
bases fundamentales del interés clinico en los sustitutos epidérmicos (Veldsquez et al.,
2008). Estas laminas de epitelio se pueden injertar directamente en la zona donadora
para acelerar y mejorar su regeneracion para cosechar nuevos autoinjertos mas rapido y
varias veces desde el mismo sitio donante (Jones et al., 2002). Alternativamente,
también se pueden utilizar en las quemaduras desbridadas, pero con una calidad de
curacion menos Optima, o en combinacién con un autoinjerto de piel ampliamente
mallado para un mejor resultado estético (Pouliot et al., 2002).

La calidad de los injertos de estas [dminas de epitelio depende de la composicion
celular clonal, que supuestamente determina la supervivencia del injerto y el
rendimiento a largo plazo cuando lo aplicamos in vivo. Los queratinocitos basales, que
dan lugar a holoclones (colonias con elevado potencial proliferativo), son esenciales
para el éxito de la supervivencia del injerto a largo plazo. Los meroclones, que consisten
en células transitorias amplificadoras, tienen un potencial variable para la proliferacién y
pueden proporcionar solamente el cierre temporal de |la herida si se aplica in vivo y los
paraclones, forman la mayoria de la poblacién epitelial normal pero son capaces de
replicar solamente unas pocas veces antes de la diferenciacién y senescencia
(Shevchenko et al., 2010). Cuando se congelan estas [dminas de epitelio, las células que
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la componen permanecen viables aunque la eficiencia de formacién de colonias decrece
sobre un 40-50% (Jones et al., 2002).

Las ldminas de epitelio pueden ser también alogénicas, llegando a sobrevivir
durante 30 meses después de su aplicacion en pacientes. La superviviencia se debe a la
ausencia de células de Langerhans detectables, linfocitos, melanocitos y células
endoteliales, que podrian causar el rechazo (Jones et al., 2002). Estos injertos de laminas
de epitelio (tanto auto como alogénicas) supusieron un gran avance en el tratamiento
de los grandes quemados, reduciendo la mortalidad desde un 48% a un 14% (Currie et
al., 2001).

Sin embargo, la aplicacién de esta técnica a la clinica presenta una serie de
limitaciones enumeradas a continuacion. Como se ha mencionado anteriormente, en
esta metodologia es necesario el uso de células alimentadoras como soporte y para el
crecimiento de células que son dificiles de cultivar como los queratinocitos. Se ha visto
que las células alimentadoras 3T3 a través del medio condicionado promueven el
crecimiento en cultivo de los queratinocitos, y producen componentes de la membrana
basal como colageno tipo IV y laminina que facilitarian la adhesion y proliferacion de los
queratinocitos ya que se adhieren mejor al sustrato (Alitalo et al., 1982), ademas de
producir una serie de factores mitdticos que en su mayor parte no son bien conocidos
(Veldsquez et al., 2008). Debido a su rapida proliferacién, para evitar la contaminacion
de los cultivos de queratinocitos o la respuesta inmune cuando se trasplantan al
huésped, se detiene su proliferacién mediante el tratamiento con mitomicina C (10 p/ml)
o por irradiaciéon y (6000 rads). La mitomicina es de origen animal con lo cual se
estandarizé la inactivacion de las células alimentadoras con la irradiacion y. Los
fibroblastos humanos podrian usarse como células alimentadoras, pero es dificil detener
su proliferacion (Navsaria et al., 1995).

Por tanto, las células alimentadoras proporcionan un ambiente adecuado para el
co-cultivo con una variedad de tipos celulares a través de diferentes mecanismos que no
estan claros, pero podria deberse a un mecanismo multifactorial, que incluiria la
interaccion célula-célula o célula-MEC, produccidn de factores de crecimiento solubles o
citoquinas, factores antiapoptéticos y eliminacidon de sustancias téxicas del medio de
cultivo (Balasubramanian et al., 2008).

Sin embargo, aunque el uso de componentes animales funciona perfectamente
para la propagacién, mantenimiento y diferenciacion de células in vitro, su presencia no
es compatible con la posterior aplicacién en humanos, por lo que es necesario acotar las
condiciones para la obtencién de estas lineas de grado clinico ya que recientemente se
ha observado que las células que estan en contacto con las células alimentadoras de
ratén pueden incorporar un acido sialico de origen no humano, el antigeno Neu5Gc
considerado no apto para la terapia en humanos (Balasubramanian et al., 2008).
Actualmente, la intencién es intentar eliminar la utilizacion de estas células
alimentadoras cultivando los queratinocitos en otros soportes compatibles con el uso en
humanos.
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Otra limitacién de esta técnica desde el punto de vista de su aplicacidn clinica es
el medio de cultivo usado por Rheinwald y Green, (1975) para el cultivo de las ldminas
de epitelio, que consistid en Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) con suero
bovino fetal (SBF) y factores como insulina (promueve la absorcién de glucosa vy
aminoacidos); transferrina (detoxifica el hierro); hidrocortisona (promueve el anclaje de
las células y proliferacion celular); triidotironina (anabdlico); EGF (mitdogeno para los
queratinocitos) y toxina colérica (incrementa los niveles de AMPc). El suero usado suele
ser SBF y su uso plantea el riesgo de contaminacidon xenogénica por la posibilidad de
transmisidon de agentes responsables de la encefalopatia espongiforme bovina, dando
lugar a complicaciones inmunolégicas durante el trasplante. En humanos debido a ello
no se pueden utilizar (Navsaria et al., 1995), con lo cual esta limitacion abrié la
busqueda de encontrar suplementos alternativos adecuados como el suero humano,
sustitutos sintéticos libres de suero animal, lisado de plaquetas humano, etc (Sabapathy
et al., 2014).

Otro de los componentes que se deberia eliminar es la toxina colérica ya que se
trata de una exotoxina producida por Vibrio cholerae. La proteina consta de dos tipos de
subunidades, A y B, unidas no covalentemente. La accion de la toxina comienza cuando
la subunidad B se une al receptor de la membrana, el gangliésido GM1, y la subunidad A
activa irreversiblemente la adenilciclasa a través de la mono-ADP ribosilacién de la
proteina de unién a GTP, aumentando asi el nivel de AMPc (Apte et al., 2013). Green,
(1978) la usé con células epidérmicas humanas en cultivo, encontrando que el
crecimiento colonial de las células mejoré notablemente. Estudios in vivo también
demostraron como la toxina colérica estimulé el crecimiento de las células epidérmicas
mediante su inyeccidn intracutdnea en el dorso de los ratones, ratas y hdmsteres
induciendo dos sucesivas divisiones mitéticas sincrénicas de los queratinocitos basales
en la epidermis, con dos picos a las 24 y 48 h después de la inyeccion, que resultaron en
hiperplasia transitoria sin interferir con la diferenciacién epidérmica (Kuroki, 1981). El
grosor de la epidermis interfolicular aumentd progresivamente después de la inyeccion,
siendo mayor al dia 4 y disminuyendo a la normalidad en el dia 7.

Esta técnica de expansion de queratinocitos in vitro propuesta por Rheinwald y
Green, (1975) requiere ademds que la ldmina de epitelio esté confluente antes de
despegarla del frasco de cultivo y sdélo reconstituye la epidermis (Pouliot et al., 2002). El
uso de la dispasa (proteasa capaz de despegar la [dmina de epitelio entera del frasco de
cultivo), constituyd un importante avance técnico que convirtié en una realidad clinica el
injerto de estas laminas de epitelio obtenidas mediante el cultivo de queratinocitos
primarios (Jorcano, 2009). Sin embargo, se ha comprobado que el uso de dispasa
provoca la alteracién de la expresidon de antigenos de superficie de los queratinocitos y
reduce posteriormente su potencial adhesivo (Lam et al., 2002; Currie et al., 2001), lo
que conlleva a una pobre tasa de prendimiento de los injertos (Mazlyzam et al., 2007),
ademas de provocar la disminucién del potencial de clonogenicidad (Pellegrini et al.,
1999). Desde una perspectiva clinica, estas laminas de epitelio presentan también
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dificultades relacionadas con el elevado tiempo de cultivo que se requiere durante el
cual los pacientes con por ejemplo quemaduras podrian empeorar, la elevada fragilidad
que estos injertos cultivados poseen en ausencia de equivalentes dérmicos, la limitada
eficiencia de los injertos teniendo una pobre tasa de injerto (entre 15 al 70%) (Currie et
al., 2001) y la ultraestructura anormal de la UDE, que causa la formacién de ampollas y
genera contracturas (Veldsquez et al., 2008; Jones et al., 2002) dando lugar a unos
pobres resultados estéticos y funcionales (Llames et al., 2004).

El descubrimiento de que las interacciones célula-célula (epiteliales-
mesenquimales) son esenciales para la homeostasis, la organogénesis de la piel y su
regeneracion (Li et al., 2012), le dieron mds importancia a los fibroblastos en el proceso
de curacién de las heridas, cambiando la direccidon de la Ingenieria Tisular de la piel
hacia el uso de equivalentes de piel formados por una bicapa sintetizada por
queratinocitos y fibroblastos que secretan factores solubles que funcionan de una
manera paracrina. Los queratinocitos secretan IL-1, TGF-B que estimulan a los
fibroblastos a producir KGF, IL-6, HGF y TGF-B que regulan la proliferacién y
diferenciacion de los queratinocitos (Werner et al., 2007). Ademas, la interaccién de
gueratinocito-fibroblasto también regula la transformacién de los miofibroblastos
(Shephard et al., 2004). La liberacion de los queratinocitos y de fibroblastos en las
heridas requieren un soporte que proporciona una estructura para facilitar la retencion
celular.

Por todo ello, se hizo evidente la necesidad de un sistema de reemplazo cutaneo
mas robusto y que se pareciera mas a la estructura de la piel con dermis para mejorar la
calidad de la epidermis, acelerar la regeneracion de la piel (Compton et al.,, 1993) y
aumentar la tasa de injerto (Kamolz et al., 2005).

2. Soporte dérmico

La mayoria de los métodos desarrollados para reconstruir una dermis dependen
del cultivo de fibroblastos en un soporte para construir un tejido tridimensional (3D)
(Blais et al., 2013). Los prerrequisitos para disefiar o escoger estos soportes son la
biocompatibilidad, biodegradabilidad controlada, no toxicidad, no ser perjudical ni
carcinogénico ni tampoco producir una respuesta inmunolégica y adherirse
rapidamente a las heridas (Taghiabadi et al., 2015b; de la Puente et al., 2011,
Shevchenko et al.,, 2010). Ademas debe tener resistencia mecanica (permeabilidad,
estabilidad, elasticidad, flexibilidad, y plasticidad), poder ser procesada con diferentes
formas y tamanos, la habilidad para regular las actividades celulares tales como la
proliferacion y diferenciacion (Kuo et al., 2006) y la difusién de biomoduladores, tales
como factores de crecimiento.

Se han desarrollado un gran nimero de soportes para la regeneracion de la piel,
sobre todo para los pacientes con pérdidas severas, en donde hay una necesidad
ineludible de produccién de equivalentes de piel a gran escala (Carretero et al., 2011).
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Estos soportes se han fabricado con materiales naturales o sintéticos. Algunos
materiales naturales, proteinas y polisacaridos, utilizados son el colageno tipo | (Rosso et
al., 2005), coldgeno-alginato-celulosa (Kumar et al., 2017), acido hialurdénico (Scuderi et
al., 2008), GAG, coldageno-GAG (Mazlyzam et al., 2007), elastina humana (Rnjak et al.,
2009), polimeros de quitina-quitosano (Howling et al., 2001), coldgeno-quitosano
(Pajoum et al., 2009; Mazlyzam et al., 2007; Ma et al., 2003), alginatos, agarosa
(Mehanna et al., 2015) dermis acelular, fibrina (Ramio-Lluch et al., 2017; Meana et al.,
1998), plasma humano (Llames et al., 2004) o la MA (Yang et al., 2009). Entre los
materiales artificiales investigados tenemos el acido poliglicélido, acido polilactico,
polietileno tereftalato, poliortoésteres, polianhidridos y polifumaratos (Mahmoudi-Rad
et al., 2013; de la Puente et al., 2011; Metcalfe y Ferguson, 2007). Los inconvenientes de
los materiales naturales son la posible transferencia de patégenos, requieren técnicas
de modificacién y procesamiento y existe variabilidad debido a su naturaleza. Con
respecto a los materiales sintéticos, requieren modificaciones superficiales para mejorar
las interaciones celulares, propiedades mecdnicas y de degradacién, que se ven
afectadas por las técnicas de procesamiento, y la degradacidon una vez trasplantados
pueden desencadenar respuestas inflamatorias (de la Puente y Ludefia, 2014). Ademas,
muchos de estos materiales son caros y dificiles de obtener (Pellegrini et al., 1999) y no
proporcionan vascularizacion (Priya et al., 2008).

La mayoria de los ensayos clinicos previos con equivalentes de piel se llevaron a
cabo usando como soporte el colageno. La razdén se debe a que los fibroblastos lo
producen, siendo el principal componente de la MEC de la piel en el estadio final de la
curacion de las heridas (Hojo et al., 2003). Una alternativa, es el soporte dérmico
sintetizado por la MEC secretada y ensamblada por los propios fibroblastos que la
sintetizaron después de la adicidon de ascorbato al medio de cultivo (Pouliot et al., 2002).
Los fibroblastos sintetizan asi de forma natural coldgeno, produciendo laminas que se
pueden apilar para conseguir un equivalente dérmico mas grueso antes de sembrar los
queratinocitos.

3. Equivalente de piel basado en fibrina

Otro biomaterial natural que se utiliza es la fibrina, aunque como soporte el
colageno y la fibrina presentan similares efectos en la proliferacién celular y viabilidad,
cuando se refiere a la curacidon de las heridas, la fibrina presenta mds ventajas porque
de forma natural promueve la angiogénesis (Whelan etal., 2014).

La fibrina es una proteina hemostdatica biodegradable y biocompatible (Kober et
al., 2015; Reinertsen et al., 2014) que actua en el proceso de curacién de las heridas
formando la matriz provisional, integrandose con facilidad en el lecho de la herida
simulando la piel durante las primeras etapas de la cicatrizacién (Arvelo et al., 2004).
Proporciona un ambiente estable para los queratinocitos y fibroblastos manteniendo a
las células madre como tales (Yamamoto et al., 2005; Llames et al., 2004) al atraparlas y
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acelerar asi la reconstruccién de la epidermis (Mazlyzam et al., 2007). También ofrece
una distribucion de las células y de nutrientes uniforme y un cultivo mas eficiente (Mol
et al., 2005) debido a la inmovilizacion rapida de las células y de los factores de
crecimiento (Ye et al., 2000) durante la polimerizacién de la matriz que se asocia con
elevados indices de produccion de MEC (Jockenhoevel et al., 2001).

Otras ventajas que presenta es la baja inmunogenicidad, ademas de la facil
obtencidn incluso desde la sangre del propio paciente previniendo asi la transmision de
enfermedades y reacciones inmunes (Reinertsen et al., 2014).

Las propiedades de la fibrina y subsecuente respuesta celular se pueden
controlar al manipular las condiciones de polimerizacién tales como concentraciones de
fibrindgeno y trombina, pH, y fuerza idnica. La alteracién de los parametros de la
polimerizacion también afectan a las sefiales bioquimicas, tales como la concentracion y
distribucion de los ligando de la MEC, citoquinas y factores de crecimiento. En conjunto
con los estimulos bioquimicos, las sefales fisicas tales como la rigidez de la matriz,
geometria de las fibrillas, la concentracidn de fibrina y las fuerzas transducidas también
afectan al comportamiento celular (Whelan et al., 2014).

3.1. Activacion de la fibrina

Para poder sintetizar la matriz de fibrina es necesario conocer los componentes
que participan en su activacion. La fibrina se forma a partir del fibrindgeno mediante la
accion de la trombina, tras liberarse fibrinopéptidos en una reacciéon que depende del
calcio. Esta fibrina y la fibronectina es la que se deposita inicialmente en la herida desde
la circulacién después de la lesidn.

La fibrina es capaz de adherirse a si misma mediante la accion del factor Xllla (el
factor Xl se activa por la accién de la trombina en una reaccidon dependiente de calcio)
y producir un codgulo de fibrina estable (Figura 111). La deposicién de la fibrina depende
de las proporciones relativas de formacion y destrucciéon. La plasmina y otros enzimas
proteoliticos degradan la fibrina y fibrinégeno progresivamente en pequeiios
fragmentos polipeptidicos llamados productos de degradacién de fibrina. Estos
productos podrian inhibir la formacion de fibrina por inhibicion competitiva de la accién
de trombina asi como inhibiendo la polimerizacién de los mondmeros de fibrina
directamente. La adiccién aprotinina, un antiplasmina, protege al coagulo de polimeros
de fibrina de la fibrindlisis prematura consiguiendo asi estabilizar los polimeros de
fibrina para facilitar el crecimiento de los fibroblastos que producen colageno
(Yamamoto et al., 2005).
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Figura I111: Formacion del codgulo de fibrina. Modificado dede la Puente y Ludefia, 2014.

3.2. Fuentes de fibrina

Generalmente existen dos fuentes de fibrina humana: la fibrina comercial de los
pegamentos tisulares y la fibrina obtenida a partir del plasma (Law et al., 2017).

Los problemas derivados del empleo de la fibrina comercial de los pegamentos
tisulares es la necesidad de emplear multiples unidades de crioprecipitados de
fibrinégeno vy fibronectina combinados con varios factores para proporcionar la
superficie dérmica necesaria, con lo cual el riesgo de transmisién de enfermedades
viricas aumenta [particularmente la hepatitis B y el virus de la inmunodeficiencia
humana (VIH)] (Currie et al., 2001), aunque este riesgo se reduce debido al cribado de
donantes, al tratamiento de inactivacién viral por calor, y el uso de detergentes para
inactivar los lipidos de los virus envueltos tras mitidos por la sangre en los derivados de
plasma, lo que hace que estos productos sean seguros (Park et al., 2012). Los productos
de un solo donante mejoran el margen de seguridad. Aunque se ha demostrado con
ensayos clinicos que son productos seguros, algunas fibrinas comerciales de los
pegamentos tisulares contienen aprotinina y trombina bovina existiendo un riesgo
tedrico de transmision de alguna variante de la enfermedad de Creutzfeldt- Jakob desde
estas fuentes.

La otra fuente de fibrina, a partir del plasma, si es autdloga se evita el riesgo de
transmisién viral y son mds seguras, siempre que no se utilice trombina o aprotinina
exogena.
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Actualmente, la fibrina comercial de los pegamentos tisulares es la principal
fuente de fibrina usada. Consiste en un conjunto de crioprecipitados de fibrinégeno y
fibronectina combinados con factor Xl y aprotinina, que se afiaden a la trombina y al
calcio (Currie et al., 2001; Ye et al., 2000). Se sintetizan por la centrifugacién de la sangre
en un tubo citrado y recogiendo el plasma, que contiene el fibrindgeno en baja
concentracion. El incremento de esta concentracion se puede llevar a cabo
concentrando el fibrindgeno de un solo donante o mezclando el fibrinégeno de varios
donantes hasta una concentracion final de 60-115 mg/mL que se considera la adecuada
(Kober et al., 2015) dando lugar a la elevada fuerza tensil y fuerte adhesién, propiedades
gue no son esenciales para su uso como soporte (Law et al., 2017).

Los beneficios del pegamento tisular como adhesivo se hicieron evidentes en los
modelos animales cuando se rocié en el lecho de la herida antes de la deposicién de la
ldmina de epitelio comparado con el grupo control en el cual no se utilizd. Una semana
después del trasplante, el porcentaje de injerto fue superior. Sin embargo, los analisis
inmunohistoquimicos y ultraestructurales mostraron que la evolucion de la epidermis
humana cultivada después del trasplante fue similar en ambos grupos (Currie et al.,,
2001). Posteriormente, Ronfard et al., (1991) y Pellegrini et al., (1999) desarrollaron la
técnica de cultivar laminas de epitelio autélogas de la misma forma que Rheinwald y
Green, (1975) pero sobre el pegamento tisular de fibrina in vitro, sin observar la
destruccion de la fibrina en 15 dias, probablemente por el uso de aprotinina, mientras
gue los queratinocitos seguian crecieron hasta la confluencia y sintetizaron una
membrana basal. Asi, a partir de una biopsia de piel de 4,5 cm® obtuvieron 4,1 m> de
equivalente de piel comparados con los 1,4 m® obtenidos cuando los cultivaron en
superficies de plastico.

Una de las ventajas de estos equivalentes de piel es la eliminacién del uso de
dispasa para despegarlos del frasco de cultivo que reduciria la expresion de antigenos de
superficie de los queratinocitos y como consecuencia su potencial adhesivo,
aumentando asi la tasa de injerto en un 20% (Currie et al., 2001). El uso de la fibrina
comercial de los pegamentos tisulares con queratinocitos, no solamente mantiene a los
queratinocitos proliferativos sino que también proporciona un medio dptimo para su
migracion, proliferacién y diferenciacién, facilitando la manipulacién de las ldminas de
epitelio que hasta entonces eran muy fragiles (Kaiseretal., 1994).

Posteriormente, el siguiente paso fue anadir fibroblastos a la matriz de fibrina.
Meana et al., (1998) sintetizaron de esta forma una matriz con fibroblastos para el
cultivo de los queratinocitos mejorando asi su proliferacién y lograron unos equivalentes
de piel que una vez trasplantados en un modelo animal, injertaron adecuadamente
logrando sintetizar una membrana basal ausente en otros modelos.

Recientemente, Yang et al., (2014) utilizaron una mezcla de pegamento tisular de
fibrina con células madre de la médula ésea alogénicas para crear un apdsito que formé
rdpidamente un gel sobre las heridas de los quemados. Mehanna et al., (2015) también
usaron el mismo modelo pero para tratar heridas crénicas, encontrando una mejora
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significativa con respecto a la calidad funcional e histolégica de los equivalentes de piel,
evaluada a través de su funcién de barrera epidérmica asi como de las propiedades
mecanicas dérmicas.

El uso de plasma como fuente de fibrina representa una serie de grandes
ventajas respecto a la fibrina comercial de los pegamentos. El plasma se obtiene
simplemente por fraccionamiento directo de la sangre completa, siendo facil de
procesar y pudiendo ser totalmente autdlogo (eliminando el riesgo de transmisién viral)
(Llames et al., 2006). Ademas, el plasma solamente requiere la adicién de calcio para
coagular y formar la matriz de fibrina, mientras que la preparacion de las matrices de
fibrina a partir de los pegamentos tisulares es mas laborioso, consume mas tiempo y es
mas caro (aproximadamente para 5 ml el coste es de 2500 S) (Park et al., 1999).

Esta matriz de fibrina sintetizada a partir de la fibrina del plasma, comprende una
red de poros interconectados, donde el fibrindgeno es el factor mas importante en
cuanto a la estructura porosa. La concentracion fisiologica de fibrinégeno se encuentra
en torno a 1-5 mg/mL y la concentraciéon de fibrindgeno adecuada para asegurar una
buena incorporacién, adherencia, y proliferacion de los fibroblastos que a su vez afecta
a la migracién celular, proliferacion y diferenciacion de los queratinocitos se encuentra
entre 2-3,5 mg/mL (de la Puente et al., 2011). Con este modelo, a diferencia del cultivo
de laminas de epitelio por el método de Rheinwald y Green, (1975), los queratinocitos
cultivados in vitro sobre la matriz de fibrina en un estado no confluente y luego
liberandolos en la herida puede reducir el tiempo necesario de cultivo de las ldminas de
epitelio. Esto tiene la ventaja de proporcionar queratinocitos que no han sufrido
cambios fenotipicos asociados con la inhibicién por contacto y por tanto no deberian
tener disminuido el potencial adhesivo ni proliferativo. También se evita el uso de
dispasa. Estas laminas cultivadas pueden ser trasplantadas, manipularse y extraerse del
frasco de cultivo manteniendo su integridad. También presenta otras ventajas con
respecto a las anteriores como el empleo como coagulante de la trombina enddgena
presente en el plasma, la posibilidad de sustituir el antifibrinolitico de origen bovino por
otros de origen sintético y la posibilidad de realizar una gran superficie de equivalentes
dérmicos a partir de una simple y Unica donacion a partir de un solo donante o paciente.

Este plasma no solo aporta las proteinas estructurales de la matriz sino que
también contiene algunas moléculas que ayudan a la adhesion celular, tales como
fibronectina (necesarias para que los fibroblastos puedan fijarse a la matriz e iniciar sus
funciones fisioldgicas), es un reservorio para factores de crecimiento, plaquetas,
citoquinas y enzimas, que pueden promover la proliferaciéon de los fibroblastos y
gueratinocitos, estimular y acelerar la curacién del tejido e incluso la adipogénesis
(Kober et al., 2015).

También se ha demostrado que aunque tanto el soporte de coldgeno como el de
fibrina proporcionan similares ambientes en los cuales los queratinocitos y fibroblastos
pueden proliferar in vitro, la concentracién de VEGF en el medio de cultivo en la matriz
de fibrina es significativamente mayor que el soporte de coldgeno. Este incremento de
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VEGF no se debe al mayor nimero de células, sino a que los productos de degradacién
de la fibrina, componentes clave del coagulo, intrinsecamente estimulan la actividad
angiogénica induciendo la secrecién de este factor (Whelan et al., 2014; Feng et al.,,
2013; Huang et al., 2005) por las células. Esto es importante ya que la angiogénesis
proporciona factores tréficos e incluso ayuda a la regeneracion del sistema nervioso
(Hojo et al., 2003).

Con el trasplante del equivalente de piel basado en la matriz de fibrina en
humanos, éste mostréd una excelente adhesion al lecho de la herida y proporcioné un
soporte para la proliferacién de la lamina de epitelio con la emergencia de células
endoteliales vasculares en el trasplante después de tres dias. Ademas la infiltracion de
células inflamatorias fueron bajas cuando lo compararon con la matriz de colageno
(Hojo et al., 2003).

4. Equivalente de piel basado en la Membrana Amnidtica

La MA por si sola puede proporcionar una excelente cobertura temporal para las
guemaduras mientras se preparan los injertos de piel o cuando hay un suministro
limitado de injertos de piel (Mahmoudi-Rad et al., 2013).

En 1910, Davis fue el primero en introducir el uso de MA en fresco como un
injerto de piel, y poco después, se utilizé la MA como una cobertura permanente para
guemados, aunque se suspendid este uso debido a la posible presencia de infecciones
(Sabella, 1913). Posteriormente, se empezaron a relizar estudios para examinar la
seguridad microbioldgica de su uso. Por ejemplo, la posibilidad de la criopreservacién de
las MA, permitid realizar la serologia y estudios microbiolégicos convenientes antes de
su uso. Del mismo modo, las MA esterilizadas por radiaciéon demostraron estar libres de
contaminacion microbiana en el tratamiento de quemaduras de segundo grado. Para
optimizar el efecto antibacteriano, las MA impregnadas con plata demostraron mayor
efecto curativo bioldgico que las no tratadas (Singh et al., 2008).

Actualmente, el uso de solamente |la MA en pacientes con quemaduras extensas,
si son superficiales o de grosor parcial, es un éxito, por ser un método seguro, facil de
usar y extremadamente beneficioso al permitir la rapida reepitelizacion (Ramakrishnany
Jayaraman, 1997). Sin embargo, cuando su uso es para el tratamiento de quemaduras
profundas, el éxito es menor, ya que las MA experimentan autdlisis y desintegracion
(Nordback et al., 2012; Maral et al., 1999).

En relacion al dolor, Ley-Chavez et al., (2003) lo evaluaron en pacientes con
quemaduras antes y después de la aplicacién de MA, y observaron que el 100% de los
pacientes presentaron una drastica reduccién del dolor de 8-10 a 0-2 en una escala de
10 puntos (Loy Pope, 2009).

Yan et al., (2004) investigaron como el injerto de la MA con células madre juega
un papel efectivo en la curacién de las heridas. Fu et al., (2006a) mantienen que las
CMM autdlogas pueden mejorar la calidad de la curacion de las heridas y generar la piel
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intacta de novo, resultando en una excelente regeneracién de la piel después de una
herida profunda (Kim et al., 2009).

La factibilidad, tolerancia y efectos beneficiosos de la MA criopreservada para el
trasplante en humanos con Ulceras en las piernas también ha sido demostrada por
Tauzin et al., (2014), que crearon un modelo de piel basado en la MA desepitelizada y
sembraron sobre ella solamente queratinocitos cultivandolo 21 dias en interfase aire-
liquido con medio de cultivo con toxina colérica y SBF.

E. INGENIERIA TISULAR DEL SISTEMA NERVIOSO DE LA PIEL
1. Generalidades

La epidermis, ademas de funcionar como barrera fisica entre el organismo y su
entorno externo, es una estructura metabdlicamente activa que desempefia un papel
fundamental en la homeostasis corporal, en particular debido a sus funciones
neuroendocrinas, inmunes y sensoriales (Slominski y Wortsman, 2000; Rice et al., 1998).

La piel se encuentra densamente inervada con diferentes tipos de terminaciones
nerviosas, que discriminan entre dolor, T2 y sentido del tacto. Cuando se produce una
guemadura profunda, los nervios cutdneos y sus corpusculos sensoriales son destruidos
mientras que los cuerpos de células neuronales sensoriales persisten en el ganglio de la
raiz dorsal a lo largo de la médula espinal (Ulmann et al., 2007).

Después de una quemadura profunda, la regeneracidén nerviosa cutanea ocurre
por la migracion de nuevas fibras nerviosas del lecho de la herida o desde fibras
nerviosas de 4dreas adyacentes no lesionadas. Sin embargo, este proceso de
regeneracion nerviosa es imperfecto, y ademads, se ve afectado por la remodelacion
anarquica de la MEC de la dermis durante la cicatrizacién de las heridas. El 71% de las
victimas de quemados sufren sensaciones anormales y el 36% dolor crénico (Malenfant
et al., 1996), sufriendo a menudo déficits sensoriales permanentes (Hermanson et al.,
1986). Entre las posibles causas de esta sensibilidad anormal se encuentra la falta de
fibras nerviosas, una reinervacion en su mayoria de fibras A8 y C con un déficit en fibras
AB, y la falta de unidades sensoriales como los corpusculos sensoriales y foliculos
pilosos, incluso puede haber cambios en el procesamiento de la informacion por el SNC.
La hipersensibilidad, incluso en las partes no quemadas del cuerpo, sugiere que los
cambios en el procesamiento de la informacion sensorial por el SNC puede contribuir
hasta cierto punto a la sensibilidad anormal (Blais et al., 2013).

La MEC es un factor clave en la regeneracidén axonal después de una lesidn
nerviosa. La interaccion de un axdn que se extiende en un microambiente permisivo
puede aumentar la velocidad de alargamiento y grado de ramificaciéon. Se acepta
generalmente que la regeneracion del SNC no ocurre facilmente debido en parte al
entorno de crecimiento no permisivo y la falta de factores de crecimiento adecuados a
diferencia de la regeneracién en el sistema nervioso periférico (SNP) que se produce con
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mas facilidad. En un estudio de David y Aguayo, (1981) destacaron la importancia de la
MEC indicando que una neurona del SNC se podria regenerar cuando se coloca en un
entorno similar al SNP. La laminina es el componente mds abundante de la MEC
periférica, se sobrerregula después de la lesidn del nervio periférico (Wallquist et al.,
2002) y parece desempenar un papel critico en la regeneracién nerviosa periférica (Hoke,
2006). Otro factor clave involucrado en la optima regeneracién axonal es el apoyo
tréfico proporcionado por las neurotrofinas (Rankin et al., 2008).

En este sentido se demostré que la regeneracién del nervio se puede mejorar
anadiendo laminina a los equivalentes de piel. De esta forma, cuatro meses después del
trasplante de un equivalente de piel construido con una esponja de colageno con
laminina en un modelo animal, los injertos enriquecidos con laminina con respecto al
control contuvieron siete veces mas fibras nerviosas positivas para el NF medio con una
mejora significativa del umbral de percepcidon de las fibras nerviosas AB y AS. Ademas,
aunque se encontraron un mayor nuimero de fibras nerviosas, éstas no indujeron
hiperestesia (Caissie et al., 2006).

Por lo tanto, la adicién de laminina en el equivalente de piel promueve una
mejora significativa en la regeneracion de las fibras nerviosas. Esta mejora es
interesante debido al déficit de estas fibras en quemaduras profundas y extensas (Ward
et al., 2004).

2. Uso de la Membrana Amnidtica como soporte

Por todo lo anterior la MA podria ser un buen soporte para la Ingenieria Tisular
del sistema nervioso porque su membrana basal contiene laminina. Esta MA puede ser
usada como sustrato para la regeneracién de axones neuronales tanto en el SNC como
en el SNP.

Existen numerosos estudios que analizaron el lado de la MA por el cual las
células nerviosas crecen mejor. Las neuronas motoras embrionarias de pollo creceny las
neuritas se expanden extensivamente solamente sobre la membrana basal de la MA
después de eliminar el epitelio. Varias proteinas purificadas, incluyendo coldgenos,
fibronectina, y laminina, promueven la adhesién in vitro de células neurales estimulando
la elongacidon axonal desde neuronas del SNC y SNP, siendo la laminina, como hemos
dicho antes, la mas potente (Davis et al., 1987). Quizas la actividad mas potente de la
laminina descrita hasta ahora es su capacidad para inducir y promover el crecimiento de
neuritas en neuronas cultivadas del SNC y SNP. Los otros componentes de la MEC, como
la fibronectina y los diferentes tipos de coldgeno muestran que son capaces de
promover el crecimiento de las neuritas, pero su actividad varia con los diferentes tipos
y tiende a ser mas baja que la laminina (Engvall et al., 1986)

El uso de MA proporciona por tanto un ambiente adecuado para la regeneracion
de neuronas, previniendo la formacion de cicatrices gliales, evitando atrofias o la
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muerte de neuronas axotomizadas y promoviendo la germinacién de neuronas (Wu vy
Hui, 2006).

3. Fuentes de células utilizadas

Para conseguir un equivalente de piel inervado mediante Ingenieria Tisular
necesitamos células nerviosas. Se ha demostrado in vitro que las células madre neurales
inmaduras y no comprometidas, que existen tanto en el cerebro en desarrollo como en
el sistema nervioso adulto pueden someterse a la expansiéon y diferenciacién hacia
neuronas, astrocitos, y oligodendrocitos. Sin embargo, son raras en el SNC, requieren de
procedimientos invasivos para obtenerlas, y tienen un potencial proliferativo limitado
en cultivo (Mitchell et al., 2003).

Otra fuente son las células de Schwann, después de la lesién de los nervios
empiezan a proliferar desde la parte distal y son una rica fuente de neurotrofinas y
citoquinas que asisten a la regeneracién axonal. Cuando los nervios son denervados, la
infusién de células de Schwann promueve la regeneracidon y remielinizacion de los
nervios periféricos. Sin embargo, estas células se obtienen a partir de biopsias de
nervios y por tanto es una técnica invasiva. Ademas de su limitada capacidad de
expansion in vitro (Walsh et al., 2010; Nishiura et al., 2004).

Como alternativa, se ha analizado la utilizacién de de las células madre adultas
procedentes de otros tejidos que se han identificado en la mayoria de los tejidos y
organos (Mehanna et al.,, 2015) y que juegan un importante papel en la normal
homeostasis y reparacion del cuerpo. Estas células presentan la ventaja de que se
pueden obtener desde el propio paciente y por lo tanto son inmunoldégicamente
compatibles con éste, sin embargo, son dificiles de aislar y cultivar y por otra parte, para
el trasplante de un numero suficiente de células se necesita un suministro celular a gran
escala.

Otra fuente son las CMM derivadas de la médula ésea que han sido consideradas
candidatas para Terapia Celular por su gran capacidad de expansién in vitro y por su
elevado potencial de diferenciacién (Mehanna et al., 2015). Sin embargo, aungue son
facilmente obtenidas usando una simple aspiracion de la médula dsea, este
procedimiento es altamente invasivo (Manochantr et al., 2010) y las células madre
disminuyen con la edad (Zhang et al., 2012b). Ademas de que cuando se trasplantan se
organizan en multildminas y se pierden rapido en el huésped (Liang et al., 2009).

En contraste, las CME proliferan muy rapido en cultivo y se diferencian hacia
todos los tejidos, como el tejido nervioso, pero presentan el riesgo de formacién de
tumores una vez trasplantadas y por otra parte presentan problemas éticos y morales
(Kim et al., 2014).

Las células madre pluripotentes inducidas (iPSC) son células madre pluripotentes,
que se inducen artificialmente al introducir una serie de factores de transcripcion en

50



Introduccion

células somaticas y asi conseguir la reprogramacion a células nerviosas tanto in vitro e in
vivo. Estas células no producen rechazo inmune al poder extraerse del mismo paciente.
Sin embargo, al usar vectores virales para la transfeccién, la integracion de estos en el
genoma huésped podria incrementar el riesgo de formaciéon de teratomas (Kim et al.,,
2014).

Por lo tanto, se necesitan nuevas fuentes de células madre que solventen los
problemas de las fuentes anteriormente comentadas. Una posible alternativa para
clinica, son las dos principales poblaciones de células madre/progenitoras que pueden
ser obtenidas de la MA humana: las CEA y las CMEA (Miki et al., 2010; Diaz-Prado et al.,
2010a) y las células madre procedentes del CU especialmente las CMMGW que como
hemos dicho antes muestran caracteristicas similares a las CMM (Cardoso et al., 2012;
Ma et al., 2005). Tanto la MA como el CU son abundantes, se obtienen facilmente,
evitando problemas éticos o morales ya que se descartan normalmente y el
procedimiento de recogida no es invasivo ni causa dolor (Liu et al., 2012; Niknejad et al.,
2010).

Los tres tipos celulares presentan una serie de ventajas que las hacen adecuadas
para Terapia Celular y Medicina Regenerativa (Insausti et al.,, 2010): presentan
caracteristicas de células madre (Ma et al.,, 2005) tales como como la habilidad de
autorenovacion, elevado potencial de proliferaciéon (Mitchell et al.,, 2003) vy
pluripotencialidad diferencidndose a los tres linajes germinales in vitro (Garzon et al.,
2012; Han et al., 2011; Dominici et al., 2006); muestran baja inmunogenicidad (Choi et
al., 2013; Liu et al., 2012) y propiedades antiinflamatorias (Diaz-Prado et al., 2010a), no
requieren el sacrificio de embriones humanos para su obtencién (Insausti et al., 2010) y
a diferencia de las CME no forman teratomas aunque expresan marcadores y son
clonogenénicas como éstas. Ademas, son faciles de aislar y expandir (Diaz-Prado et al.,
2010a). Se cultivan facilmente, se aislan con elevada pureza y se pueden diferenciar en
células nerviosas in vitro cuando se cultivan en un medio de cultivo de induccién neural
definido (Castillo-Melendez et al., 2013; Mitchell et al.,, 2003; Ma et al., 2005),
adquiriendo la morfologia propia de células nerviosas y sobrerregulan genes especificos
neurales (Marcus et al.,, 2008; Tamagawa et al., 2008). Por lo tanto, se usan
cominmente en Ingenieria Tisular del tejido nervioso promoviendo la recuperacién
funcional después de lesiones agudas de la médula espinal y la regeneraciéon de nervios
periféricos (Li et al., 2013; Wu et al., 2006).
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11. JUSTIFICACION E HIPOTESIS
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Justificacion e hipodtesis

El tratamiento clinico de los grandes quemados ha experimentado un
desarrollo importante en los Ultimos anos. Con la descripcion del cultivo in vitro de
[dminas de queratinocitos en 1975 (Rheinwald et al., 1975) se puso de manifiesto la
posibilidad de conseguir grandes proporciones de laminas de epitelio autdlogas
partiendo de una minima biopsia de piel sana. Sin embargo, la experiencia clinica en el
trasplante de estas laminas pusieron de manifiesto sus limitaciones como el largo
tiempo necesario para la expansion in vitro, fragilidad mecanica durante el trasplante,
baja tasa de prendimiento, formacién de ampollas, contracturas vy cicatrices.

Ante estos problemas y la necesidad de dotar a las ldminas de queratinocitos,
no solamente de un soporte fisico que les confiera solidez, sino de un tejido
subyacente vivo, en el que se incluyan fibroblastos que permitan el mejor crecimiento
y diferenciaciéon de los queratinocitos, no basta sélo con la reposicién de la epidermis,
sino que también es necesario reponer la dermis dafiada. Esta dermis proporcionaria
una mejor tasa de injerto, cierre mas rapido la herida y mejores resultados cosméticos.

Emerge asi la Ingenieria Tisular de la piel motivada principalmente por la
necesidad critica de cubrir permanentemente las extensas lesiones en quemados con
insuficiente fuente de piel autéloga para un autoinjerto.

Como soporte se han utilizado una gran variedad de biomateriales. Sin
embargo, algunos de estos materiales son caros, dificiles de obtener o son fuente de
infecciones, ademas de fracasaren la vascularizacion (Pellegrini et al., 1999).

Nosotros queremos evaluar el plasma humano para sintetizar un soporte ya
gue contiene fibrina que es el componente de la matriz provisional de la herida y hace
que las células cultivadas sobre esta matriz secreten VEGF promoviendo la
angiogénesis, pudiendo solucionar de esta manera la ausencia de vascularizacion de
los otros equivalentes sintetizados con otros biomateriales, en la que la circulacién se
restablece a los 10-15 dias. Ademas el plasma se puede obtener del propio paciente
con lo cual el equivalente de piel no seria rechazado una vez trasplantado.

Ultimamente se estd investigando a la MA como soporte en Ingenieria Tisular
ya que es un biomaterial que se obtiene facilmente, procedente de las placentas que
se descartan después de las cesareas. Terapéuticamente desde hace tiempo se usa
como cobertura temporal y para cubrir los sitios donantes de piel en quemados por
todas las propiedades que se han descrito. Por eso, también quisimos analizar su
potencial como soporte para la creacion de un equivalente de piel y de tejido nervioso.

Una de las mejoras en los equivalentes de piel ademas de la vascularizacién
anteriormente comentada seria restablecer la funcionalidad de las terminaciones
nerviosas y de la pigmentacion. Investigaciones previas han descubierto que la
asociacion de los melanocitos con las terminaciones nerviosas periféricas causa la
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estimulacién de su actividad es decir, estimulan la melanogénesis o la regeneracion
melanocitica. Ademads, las células endoteliales y musculares lisas responden a la
modulacion neuronal durante el proceso de neovascularizacién y curacion de heridas.
En los grandes quemados o heridas profundas las terminaciones nerviosas también se
danany no se regeneran perdiendo la sensibilidad. Por lo tanto, el restablecimiento de
las terminaciones nerviosas en estos pacientes deberia mejorar la melanogénesis y la
angiogénesis.

Para restablecer el tejido nervioso dafiado se utilizan varios tipos celulares,
pero todos ellos presentan una serie de inconvenientes como las células madre
neurales que son escasas, requieren un procedimiento invasivo para obtenerlas y
tienen un potencial limitado de proliferaciéon en cultivo (Mitchell et al., 2003). Una
posible fuente de células que podrian solventar estas limitaciones son las CEA y las
CMEA obtenidas desde la MA y las CMMGW del CU. Todas ellas son faciles de aislar y
presentan caracteristicas que las hacen buenas candidatas en Ingenieria Tisular.

La MA también ha sido utilizada como soporte en Ingenieria Tisular del sistema
nervioso para el cultivo de neuronas sobre la membrana basal ya que la laminina y
fibronectina que contiene promueven la adhesion in vitro y estimulan la elongacion
axonal de neuronas del SNC y SNP.

Ningln estudio hasta la fecha ha creado un equivalente de tejido nervioso
utilizando la MA como soporte y estas fuentes de células diferenciadas hacia células
similares a células nerviosas que posteriormente en un futuro se pudiera afiadir al
equivalente de piel y conseguirinervarlo.

Es por todo esto que para desarrollar este trabajo se han planteado las
siguientes hipdtesis:

1.- El plasma humano es una fuente alternativa de fibrina para la sintesis de un
equivalente de piel.

2.- La MA es un buen soporte para la adhesidn, fijacion y proliferacion de
fibroblastos y queratinocitos para la sintesis de un equivalente de piel y de las CMEA,
CEA y CMMGW diferenciadas hacia células nerviosas para la sintesis de un equivalente
de tejido nervioso manteniendo su morfologia.

3.- La MAy CU humanos son dos fuentes de células (CMEA, CEA y CMMGW) de
gran utilidad en la Medicina Regenerativa, para tratar las lesiones del tejido nervioso.
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Objetivos
Objetivos principales:

1. Analizar la capacidad del plasma o MA humana como soporte para generar un
equivalente de piel para reparar las heridas.

2. Analizar el potencial de la MA y CU como fuente de células para generar un
equivalente de tejido nervioso usando la MA como soporte.

Objetivos secundarios:

1. Sintetizar un equivalente de piel humana utilizando como fuentes de células los
queratinocitos y los fibroblastos y como soporte plasma humano. Este objetivo se
desarrollard en dos partes: a) Obtencién y caracterizacion in vitro del equivalente de piel,
y b) Desarrollo de un modelo in vivo en ratdon para analizar la posible aplicacion
terapéutica del equivalente obtenido.

2. Optimizar el método de obtencidén y preparacién de MA para su utilizacién como
soporte en Ingenieria Tisularaplicada a piel o regeneracion nerviosa.

3. Sintetizar un equivalente de piel humana utilizando como fuentes de células los
gueratinocitos v los fibroblastos y como soporte la MA.

4. Valorar la posible utilizaciéon de células madre de la MA o del CU como fuente de
células para la regeneracién nerviosa.

5. Sintetizar un equivalente de tejido nervioso utilizando como fuentes de células las
células madre de MA o CU diferenciadas a células nerviosas y como soporte la MA.

59



60



IV. MATERIAL Y METODOS

61



62



Material y métodos

A. OBTENCION DE TEJIDOS Y CELULAS
1. Obtencidn y procesamiento de las biopsias de piel
1.1 Obtencidn de las biopsias de piel humana

Las biopsias de piel (que incluian epidermis, dermis y tejido adiposo) se
obtuvieron de pacientes del Complejo Hospitalario Universitario de A Corufia de dos
fuentes diferentes: a) pacientes de la Unidad de Quemados (n=44, tamafio de la
biopsia entre 2-4 cm?) y b) pacientes que sufrieron amputaciones de miembros
inferiores procedentes del Servicio de Autopsias (n=10, tamafio de la biopsia entre 3-5
cm?). Las muestras se trasladaron a la Unidad de Criobiologia-Banco de Tejidos en un
frasco estéril con DMEM (Gibco, Espafia) suplementado con 1% de solucién antibidtica
antimicoética [penicilina (P) 10 U/ml, estreptomicina (E) 10 mg/ml y anfotericina B 25
pg/ml (Sigma-Aldrich Quimica S.A., Espafia)] y se dejaron a 42C durante 2-4 h hasta el
momento de su procesamiento.

Algunos fragmentos de las biopsias de piel (n=3) se fijaron en formaldehido al
4% vy se incluyeron en parafina para los estudios histoquimicos (H-E, tricrémico de
Masson y hematoxilina de Verhoeff) e inmunohistoquimicos (determinacién antigénica
de citoqueratinas (CK) epiteliales (-1,-2,-3,-4,-5,-6,-7,-8,-9,-10,-13,-14,-15,-16 y -19),
K14, K10, involucrina, vimentina, laminina, melan-A, tirosinasa y S100), y otros se
congelaron en Optimal Cutting Temperature (OCT™ Compound; Tissue-Tek, EEUU)
para los analisis de inmunofluorescencia (determinacién antigénica de vimentina).

1.2. Aislamiento y cultivo primario de los fibroblastos (Figura M1)

Antes de procesar la biopsia de piel, se retir6 el medio de transporte y en
condiciones de esterilidad, se lavd con tampdn fosfato salino (PBS; Gibco, Espaia) en
el mismo frasco. Posteriormente, se traspasé la biopsia a una placa de Petri y con la
ayuda de unas tijeras se elimind el tejido graso subcutaneo hasta dejar expuesta la
capa de dermis. Se lavé nuevamente y se pasoé a otra placa de Petri para proceder a su
fragmentacién mecanica con unas tijeras y/o bisturi con el fin de obtener pequefios
fragmentos de piel que se pasaron a un frasco con agitador magnético.

Para aislar los fibroblastos de las biopsias de piel, se afiadié una solucion
enzimatica de colagenasa clostridial tipo | (2 mg/ml; Sigma-Aldrich Quimica S.A.,
Espafia) en DMEM (aproximadamente 40 ml) al frasco con los fragmentos de piel y se
dejo en agitacion a 372C durante 3 h con un agitador magnético. Tras esta digestién se
retird el medio y se traspasd a un tubo cénico (Falcon, Espafia), procurando no
arrastrar los fragmentos de piel y se neutralizdé con la misma cantidad de medio de
inactivaciéon (MI) compuesto por DMEM con un 10% de SBF (Gibco, Espafia) y 1% de
solucidén antibidtica antimicoética. Se centrifugd a 300xg durante 10 min. El precipitado
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celular donde se encontraban los fibroblastos se resuspendiéd en 5 ml de medio de
fibroblastos (MF) compuesto por DMEM con un 10% de SBFy 1% de P (5 U /ml)/ E (5
pug/ml) (Gibco, Espafia) y el nimero de células viables se determind mediante el
contaje con una camara de Neubauer (Marienfeld, Alemania) utilizando el colorante
vital azul tripan (1:20; Sigma-Aldrich Quimica S.A., Espafa).

Para el cultivo primario de los fibroblastos, se sembraron 2x10° fibroblastos en
un frasco de cultivo de 25 cm? (Greiner Bio-One, Alemania) con 10 ml de MF. Los
cultivos se mantuvieron a 372C en una atmdsfera himeda y 5% de CO,. Cada 2-3 dias
se les cambid el medio.

Cuando los fibroblastos alcanzaron un 70-80% de confluencia, se subcultivaron.
Para ello, se retiré el MF y se lavaron con PBS. Se tripsinizaron con 1% de T/E (0,5 g T-
0,2 g E) en PBS cubriendo la superficie del frasco de cultivo incubando a 372C durante
5 min hasta que las células se despegaron. Una vez despegadas del frasco de cultivo y
tras comprobar con un microscopio invertido de contraste de fases IX51 (Olympus
Espafia S.A., Espaiia) que las células se encontraban en suspensién, se recogio la
suspension celular del frasco de cultivo, se transfirid a un tubo coénico y se inactivo la
T/E con el Ml para realizar una centrifugacion a 300xg durante 10 min. El precipitado
celular se resuspendié en MF y se sembrd en una superficie 5 veces mayor que la
inicial con el objetivo de disponer asi de un nimero suficiente de fibroblastos que se
usaron en pase 1 o 2 para crear los equivalentes de piel.

1.3. Aislamiento y cultivo primario de queratinocitos (Figura M1)
1.3.1. Cultivo de fibroblastos murinos 3T3

La linea celular 3T3 (European of Animal Cell Cultures nimero 85022108) son
fibroblastos murinos que se utilizan como células alimentadoras para el cultivo de los
queratinocitos. Se utilizaron células criopreservadas de la linea original que se
descongelaron por inmersién en un baio a 37°C y se centrifugaron a 300xg durante 10
min. El precipitado celular se resuspendié en 15 ml de MF y se cultivd en un frasco de
cultivo de 75 cm?. Cuando los frascos llegaron a la confluencia se tripsinizaron con 1%
de T/E y se subcultivaron en una superficie 5 veces mayor a la inicial hasta que se
consiguid el numero de células suficiente. Para su utilizacion, fue necesario irradiarlas
(para inactivar su proliferacién) para lo cual se tripsinizaron y los precipitados celulares
se resupendieron en MF y se traspasaron a un frasco de cultivo de 25 cm? que se llevé
al Servicio de Radioterapia del Hospital Oncolégico de A Corufia, donde se les dié una
dosis de 6000 rad durante 10 min con una bomba de cobalto.

Una vez las células fueron irradiadas, se recogio el medio y se traspasd a un
tubo coénico para centrifugar a 300xg durante 10 min. El sobrenadante se desechd vy el
precipitado celular se resuspendié en 20 ml de medio de cultivo para queratinocitos
(MQ) compuesto por DMEM y Ham-F12 (Gibco, Espaia) en una proporcién 3:1 (V:V),
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suplementado con 10% de SBF, insulina (5 ul/ml), hidrocortisona (0,4 pl/ml),
triyodotironina (1,3 ng/ml), adenina (24 pl/ml) y 1% de P/E (todos de Sigma-Aldrich
Quimica S.A., Espafia). Tras lo cual, se contaron y se sembraron 5-6x10°3T3 en tantos
frascos de 25 cm?como fueron necesarios para sembrar sobre ellos los queratinocitos
obtenidos de la biopsia de piel.

1.3.2. Aislamiento y cultivo de queratinocitos

Tras la obtencion de los fibroblastos de las biopsias de piel con la primera
digestidn, se procedié con una segunda digestion de los restos de piel para obtener los
queratinocitos. Para ello, se afiadié unos 40 ml de 1% de T/E en solucién salina
balanceada de Hanks con rojo fenol (Sigma-Aldrich Quimica S.A., Espafia) al frasco con
los restos de piel y se dejd en agitacién a 372C durante 1 h. Transcurrido ese tiempo, se
recogio la T/E en un tubo cdnico y se neutralizé con igual cantidad de MI. Se afiadié
nueva T/E (40 ml) para continuar con una segunda digestion de los restos de piel. Se
realizaron tantas digestiones como fueron necesarias hasta no obtener mas células.
Finalizadas las digestiones se juntaron todos los tubos con las células, se centrifugaron
a 300xg durante 10 min y se procedié al contaje del nimero total de queratinocitos
obtenidos, que se resuspendieron en MQ.

Para el cultivo primario de los queratinocitos, se prepararon frascos de cultivo
de 25 cm? con una monocapa de 3T3 irradiadas y se afiadieron 2x10° queratinocitos en
10 ml de MQ. Los cultivos se mantuvieron a 372C en una atmoésfera humeda y 5% de
CO, El medio se cambid cada 2-3 dias. Transcurridas 48 h se le afiadié EGF (10 ng/ml;
Austral Biologicals, Espafia) al nuevo MQ. Cuando los cultivos llegaron al 70-80% de
confluencia se subcultivaron en una superficie 5 veces mayor a la inicial, hasta el pase
1 0 2 los cuales se utilizaron para los equivalentes de piel.

En algunos casos (n=5) para comparar la proliferacién de los queratinocitos con
diferentes medios de cultivo, al MQ también se le afiadié toxina colérica (10™° Mm;
Sigma-Aldrich Quimica S.A., Espafia), y en otros se utilizaron los medios de
queratinocitos comerciales 07 y 57 EpiGRO™ (Millipore, Espafia) y se realizaron los
contajes de las células adheridas al frasco de cultivo a los 4, 6y 10 dias.

Cultivo delos
fibroblastos
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Biopsia de piel Se digiere mecanicamente Se digiere enzimatica- Se incuba con agitaciéon a Cultivo delos
mente con: 12 colagenasa y 37¢Cdurante 3 h queratinocitos
20 T/E (colagenasa) y 1h (T/E)

Figura M1: Proceso de aislamiento de los fibroblastos y queratinocitos a partir de las biopsias de piel.

65



Material y métodos

2. Obtencion y procesamiento de las Membranas Amnidticas
2.1. Obtencidon de las Membranas Amniéticas

Las placentas (n=29) se obtuvieron en el Hospital Materno Infantil Teresa
Herrera de A Coruia (Espafia) a partir de cesdreas programadas (para prevenir la
posible contaminacién durante el parto vaginal normal) seleccionando aquellas
donantes que fueron negativas para VIH, hepatitis B y C vy sifilis, evitando asi el riesgo
de transmisién de enfermedades. Las placentas se trasladaron a la Unidad de
Criobiologia-Banco de Tejidos en un frasco estéril con medio de trasporte que consistié
en medio 199 (Invitrogen, Espafia) con los siguientes antibidticos: cotrimoxazol (50
pug/ml; Soltrim®;, Almirall-Prodesfarma S.A., Espafa), vancomicina (50 pg/ml;
Vancomicina Hospira®; Laboratorio Hospira S.L., Espafia), amikacina (50 pg/ml;
Amikacina Normon®; Laboratorios Normon S.A., Espafia) y anfotericina B (5 pg/ml;
Fungizona®; Bristol-Myers Squibb S. L., Espaia).

En una campana de flujo laminar, bajo condiciones de esterilidad, se separod la
MA del corion y éste Ultimo se descarté. La MA se lavd 3 veces con cloruro sédico al
0,9% (NaCl; Sigma-Aldrich Quimica S.A., Espaifa) para eliminar los codgulos sanguineos
y el mucus. A partir de aqui las MA se utilizaron con dos fines y de acuerdo a ello se
procesaron de forma diferente. Si se utilizaban como fuente de células se procesaban
el mismo dia en fresco y si se utilizaban como soporte se criopreservaban.

Un fragmento de la MA con y sin corion (n=3) se fijé en formaldehido al 4% y se
incluyd en parafina para los estudios histoquimicos (H-E, tricrdmico de Masson y
safranina O) e inmunohistoquimicos (determinacién antigénica de vimentina y CK) y en
el caso de la MA sin corion también se cogié otro fragmento que se congelé en OCT™
para los analisis de inmunofluorescencia (determinacién antigénica de vimentina y CK).

2.2. Aislamiento y cultivo de las células derivadas de la Membrana Amniética
(Figura M2)

A partir de las MA (n=20) se aislaron dos tipos celulares, las CMEA y las CEA.
Para ello, las MA se procesaron siguiendo el protocolo de Soncini et al., (2007). Se
cortaron las MA en fragmentos pequefios de aproximadamente 2x2 cm? y se digirieron
con una solucién enzimatica de dispasa (2,4 U/ml; Gibco, Espafia) en PBS y se
incubaron 372C durante 7 min. El tejido digerido se centrifugd a 300xg durante 5 miny
el sobrenadante se descartd. Una vez obtenido el precipitado celular de MA, se realizé
una segunda digestion enzimatica con colagenasa clostridial tipo | (0,75 mg/ml) y
DNAsa | (20 pg/ml; Sigma-Aldrich, USA) en medio de cultivo RPMI 1640 (Gibco, Espafia)
a 372C durante 3 h. La suspensidn celular resultante se filtré a través de un filtro estéril
de 70 um (BD Biosciences, Espafia) y se centrifugd a 300xg durante 10 min obteniendo
en el precipitado celular las CMEA. Los fragmentos de MA no digeridos se incubaron
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con una solucién de T/E al 0,25% en solucidn salina balanceada de Hanks con rojo fenol
a 379C durante 2-3 min para obtener las CEA. La suspensién celular resultante se
centrifugd a 300xg durante 10 min.

Las CMEA vy CEA aisladas, se resuspendieron por separado en 15 ml de DMEN
con 20% de SBF y 1% de P/E, se sembraron en placas de cultivo de 75 cm?® y se
cultivaron a 372C en una atmdsfera himeda y 5% de CO,. Cada 2-3 dias se les cambio
el medio a los cultivos. Al segundo dia de cultivo al medio de las CEA se le afiadié EGF
(10 ng/ml).

Una vez que los cultivos llegaron al 70-80% de confluencia se realizaron
subcultivos de ambos tipos celulares por tripsinizacién para obtener un numero
apropiado de células para los experimentos. Los CMEA y CEA en pase 1 o 2 fueron las
gue se utilizaron para la obtencion de los equivalentes de tejido nervioso y en los
estudios de proliferacion.

Para comprobar el rendimiento celular obtenido, las MA (n=3), se pesaron y
posteriormente después de aislar las CMEA y CEA se contaron las células adheridas al
frasco de cultivo a las 24 h. El nimero de células viables se determind con una camara
de Neubauer utilizando el colorante vital azul tripan.
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Figura M2: Proceso de aislamiento de las CMEA y CEA a partir de las MA obtenidas de placentas.

3. Obtencion y procesamiento de los Cordones Umbilicales
3.1. Obtencién de los Cordones Umbilicales

Los CU (n=22) se obtuvieron como las placentas a partir de cesareas
programadas seleccionadas en el Hospital Materno Infantil Teresa Herrera de A Corufia.
Los CU se trasladaban a la Unidad de Criobiologia-Banco de Tejidos en un frasco estéril
con medio de trasporte para los CU que consisti6 medio 199 con los siguientes
antibidticos: cotrimoxazol (50 pg/ml), vancomicina (50 pg/ml), amikacina (50 pg/ml) y
anfotericina B (5 pg/ml). En una campana de flujo laminar, bajo condiciones de
esterilidad se lavaron 3 veces con NaCl al 0,9% para eliminar los coagulos, células
sanguineas y el mucus antes de proceder a su procesamiento.

En algunos casos (n=3), se cogieron muestras representativas de los CU, que se
fijaron en formaldehido al 4% y se incluyeron en parafina para los estudios
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histoquimicos (H-E, azul alcian, safranina O, tricromico de Masson y hematoxilina de
Verhoeff) e inmuhistoquimicos (determinacion antigénica de coldgeno tipo | vy
fibronectina).

3.2. Aislamiento y cultivo de las células derivadas de la gelatina de Wharton
(Figura M3)

Los CU compuestos principalmente por la gelatina de Wharton, se cortaron en
secciones transversales y longitudinales, obteniendo explantes de aproximadamente
0,5 cm® en los que se eliminaron las dos arterias y la vena para evitar la posible
contaminacion con células endoteliales. Se pusieron 4-5 explantes en cada placa de
cultivo de 162 cm? de forma que el lado estromal adherente permanecié en contacto
con la superficie de la placa de cultivo y se dejaron a 372C con una atmdsfera hiumeda
y 5% de CO, durante 2 h, sin medio de cultivo, para que los explantes se pegasen bien
ala placa.

Pasadas las 2 h, se les afiadié 25 ml de medio de cultivo a los explantes que
consistio en DMEM, 10% de SBF y 1% de P/E y se dejaron a 372C con una atmdsfera
himeda y 5% de CO,. Se cambié el medio cada 2-3 dias. Dos dias después, los
fragmentos de la gelatina de Wharton se eliminaron y las células siguieron en cultivo
hasta llegar al 70-80% de confluencia, momento en el cual se realizaron subcultivos
como se explicd anteriormente para obtener un nimero apropiado de células para los
experimentos. Las CMMGW en pase 1 o 2 fueron las que se utilizaron para los
equivalentes de tejido nervioso y estudios de proliferacion.

Para comprobar el rendimiento celular obtenido, los CU (n=3), se midieron y
posteriormente después de aislar las CMMGW se contaron las células adheridas a la
placa de cultivo a las 48 h. El nimero de células viables se determind mediante el
contaje con una camara de Neubauer utilizando el colorante vital azul tripan.

Se limpia el CU Se corta en pequefios Se eliminanlasarterias y Se dejan en cultivo
fragmentos (explantes) la vena

Figura M3: Proceso de aislamiento y cultivo de las CMMGW mediante el método del explante a partir
de los CU.
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4. Congelacion y descongelacion de las células

En algunos casos, cuando en los cultivos primarios de algunas de las
poblaciones celulares (fibroblastos, queratinocitos, 3T3, CMEA, CEA y CMMGW) se
obtuvieron un nimero superior de células al que se necesitaban en ese momento para
los experimentos, éstas se congelaban para su posterior uso. Para ello, se retird el
medio de cultivo y se lavaron con PBS. Las células se trataron con 10 ml de 1% de T/E
en PBS durante 5 min para despegarlos de la superficie del frasco de cultivo. Se recogié
la suspension celular del frasco de cultivo, se transfiridé a un tubo cénico y se inactivé la
T/E con el MI para realizar una centrifugacion a 300xg durante 10 min. Finalizada la
centrifugacidn, el precipitado celular se mantuvo sobre hielo y se resuspendié en 2-3
ml de medio de congelacién que consistio en 80% de DMEM, 10% de SBF y 10% de
dimetil sulfoxido (DMSO; Sigma-Aldrich Quimica S.A., Espafia). Cada frasco de cultivo
de 75 cm? confluente se congeld en 2-3 crioviales. Los crioviales, se dejaron a -802C en
una caja de poliespan durante 24 h. Transcurrido ese tiempo, se pasaron a la fase
liquida del tanque de nitrégeno liquido (N,L) a -1962C. En los casos en que fue
necesaria su posterior utilizacidn, los crioviales se descongelaron sumergiéndolos unos
minutos en un bafio a 372C y se centrifugaron a 300xg durante 10 min. El precipitado
celular obtenido se resuspendié en 2 ml del medio que correspondiese y se sembraron
las células en frascos de cultivo de 75 cm? con 15 ml de medio de cultivo nuevo.

B. CARACTERIZACION DE LAS CELULAS Y DE LOS EQUIVALENTES DE INGENIERIA
TISULAR

1. Citoespines de células

Para los estudios de la caracterizacién inmunocitoquimica de las células se
realizaron citoespines de los fibroblastos, queratinocitos, CMEA, CEA y CMMGW
utilizando una citocentrifuga. Para ello, se centrifugaron 5x10* células sobre un
portaobjetos a 300xg durante 10 min. Los portaobjetos obtenidos con las células se
dejaron secar a 372C durante 2 h o a T2 ambiente durante 4 h y se fijaron con acetona
a 49C durante 10 min. Antes de continuar con la técnica histoldgica correspondiente se
dejaron secar a T2 ambiente durante 30 min.

2. Formacion delosbloquesy cortes de tejidos

Para los estudios de caracterizacion tanto de los tejidos iniciales de los que se
partia para la obtencién de células asi como de los equivalentes tisulares sintetizados
durante los experimentos, se prepararon bloques tisulares utilizando dos
aproximaciones diferentes:
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a) Obtencidén de bloques de tejidos en parafina. De cada muestra una parte
se fijé en formaldehido al 4% durante 24 h dentro de un cassett. Después se dejaron

en alcohol al 70%. Posteriormente, los cassetts se introdujeron en el inclusor
automatico STP 120 Tissue processor (Myr, Espafia) para su deshidratacién, aclarado
en xilol e inclusién en parafina. Para la formacion de los bloques se utilizd un centro
modular de inclusion de tejidos Leica EG1150 (Leica Microsistemas S.L.U., Espana) y
una vez formados se almacenaron a T2 ambiente hasta su uso. Se hicieron cortes
seriados con el microtomo Leica RM2155 EG1150 (Leica Microsistemas S.L.U., Espaiia)
con un grosor de 4 um. Estos permanecieron en la estufa a 372C para un correcto
secado hasta el momento de su utilizacion.

b) Obtencién de blogues de tejidos congelados en OCT™. La otra parte
equivalente de la muestra se incluyd en OCT™ y el bloque formado se congeld

inmediatamente en isopentano a -502C dentro de un recipiente con N,L y se
almacenaron a -802C hasta su uso. Los cortes se realizaron con el criostato Leica
RM2155 EG1150 (Leica Microsistemas S.L.U., Espafia) con un grosor de 4 um. Estos
permanecieron a -202C hasta el momento de su utilizacién.

3. Técnicas de caracterizacion de tejidos y células
3.1. Tinciones histoquimicas
3.1.1. Tinciones de cortes de tejidos o equivalentes tisulares

Las tinciones se realizaron sobre cortes obtenidos de los bloques de tejidos o
equivalentes tisulares incluidos en parafina. Para su utilizacion en las distintas técnicas
fue necesario desparafinarlos en una estufa a 602C durante 30 min, seguido de un
tratamiento con xilol durante 10 min. Posteriormente, los portaobjetos con los cortes
se sometieron a una hidratacién en alcoholes decrecientes (1002 y 962) y agua
destilada durante 10 min en cada uno. Seguidamente se sometieron a la tincion
especifica de cada una de las técnicas indicada a continuacion:

H-E
Los cortes se sumergieron en hematoxilina de Harris (Panreac Quimica S.L.U.,
Espafa) durante 5 min, se aclararon en agua corriente hasta obtener el viraje crémico
y se contratifieron con eosina (Panreac Quimica S.L.U., Espafia) durante 5 min.
Esta tincion tifie de color azul/violeta las estructuras acidas (como el nucleo de
las células) y de color rosa las estructuras bdsicas (como la MEC vy el citoplasma de las
células).
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Tricrdmico de Masson

Los cortes se sumergieron en alumbre férrico (Merck, Alemania) durante 30
min y después en hematoxilina férrica de Weigert (Fluka, Espafia) durante 10 min,
aclarandose tras ambos pasos con agua corriente. A continuacion, los cortes se
trataron con etanol-acido picrico (Panreac Quimica S.L.U., Espafia) durante 6 min, se
lavaron de nuevo con agua corriente durante 5 min, y se sometieron a pases
consecutivos de fucsina de Ponceau (Merck, Alemania) durante 8 min, acido
fosfomolibdico | (VWR Prolabo, Francia) durante 5 min, acido fosfomolibdico Il (VWR
Prolabo, Francia) durante 5 min y azul de anilina (Merck, Alemania) durante 12 min.

Esta tincién tife de color rosa los citoplasmas de las células y de color
azul/violeta los nucleos y de color azul también las fibras de colageno.

Hematoxilina de Verhoeff

Los cortes se sumergieron en hematoxilina férrica de Verhoeff (Panreac
Quimica S.L.U., Espafia) durante 30 min y en cloruro férrico al 10% (Merck, Alemania)
unos pases hasta diferenciarse, aclarandose tras ambos pasos con agua corriente. A
continuacion, los cortes se trataron con tiosulfato sédico al 5% (Panreac Quimica S.L.U.,
Espafa) durante 1 min, se lavaron de nuevo con agua corriente y tifieron con Van
Gienson (Merck, Alemania) durante 1 min.

Esta tincion tifie de color negro las fibras de elastina.

Azul alcidn

Los cortes se sumergieron en azul alcidan (Panreac Quimica S.L.U., Espaiia)
durante 30 min y se lavaron en agua destilada.

Esta tincion tifie de color azul los mucopolisacaridos acidos.

Safranina O

Los cortes se sumergieron en Safranina O (Sigma-Aldrich, Espafia) durante 10
min y se aclararon con agua corriente. A continuacidn, los cortes se contratifieron con
hematoxilina de Weighert (Panreac Quimica S.L.U., Espafia) durante 10 min y se
aclararon con agua destilada.

Esta tincidn tifie de color anaranjado los GAG.

Azul de toluidina

Los corte se tifieron con la solucion de azul de toluidina al 0,2% (Merck,
Alemania) en tampon acetato a pH 4,2 durante 3 min. A continuacion, se lavaron en
tampodn acetato a pH 4,2 y con agua destilada.

Esta tincidon tifie los elementos de caracter metacromatico de color
rojo/purpura como las estructuras ricas en PG (como heparan sulfato) y de color azul
los nucleos.
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Tincion de plata de Bielschowsky

Los cortes se sumergieron en nitrato de plata amoniacal al 20% (Panreac
Quimica S.L.U., Espaiia) durante 30 min a 372C y se realizaron 3 lavados en agua
destilada. Posteriormente, se sumergieron 2 veces en formol al 3,7-4% durante 30 seg
de cada bafio. Se tifieron con plata amoniacal durante 30 seg y otra vez se realizan 2
bafios en formol 3,7-4% durante 1 min cada uno. Se lavaron los cortes con agua
destilada. Se sumergieron en cloruro de oro Il al 0,1% (Merck, Alemania) durante 10
min. Se lavaron en agua destilada y se sumergieron en tiosulfato sédico al 5% (Panreac
Quimica S.L.U., Espafia) durante 5 min y se aclararon con agua destilada.

Esta tincion tifie de negro los axones y dendritas.

En todas las tinciones indicadas anteriormente, el paso final tras la tincion fue
la deshidrataron de los cortes tenidos en alcoholes crecientes (962 y 1009) y aclarado
con xilol, 10 min cada uno. Finalmente, se montaron los cortes con DePeX (Sigma-
Aldrich Quimica S.A., Espaia).

3.1.2. Tinciones de células en cultivo

En otros casos para tefiir células que estaban creciendo en cultivo, éstas se
cultivaron directamente en cdmaras de 8 pocillos para microscopia (BD Falcon, Francia).
Para su tincion, se retirdo el medio de cultivo y la camara con las células sobre el
portaobjetos se fijaron en paraformaldehido al 4% en PBS durante 10 min antes de
someter los respectivos portaobjetos a las siguientes tinciones:

QilRed O

Se retiré el fijador y las células se lavaron con alcohol isopropilico al 60%
(Panreac Quimica S.L.U., Espafia), evitando que las células adheridas al cristal se
levantasen. Inmediatamente después, se metié el portaobjetos con las células en Qil
Red O (Sigma-Aldrich, EEUU) previamente filtrado durante 20 min. Después de esto, se
lavd con alcohol isopropilico al 60% para diferenciar. Se lavaron en agua destilada y se
contratifieron con hematoxilina de Gill Ill (Merk, Alemania) durante 3 min.
Seguidamente, se lavd en agua destilada durante 10 min y se monté con glicergel
(Dako, Dinamarca).

Esta tincion tife de color rojo los lipidos intracelulares, mientras que los
nucleos de las células se tifien de color azul.

Rojo alizarina

Se retird el fijador y las células se lavaron con PBS. Inmediatamente después, se
metid el portaobjetos con las células en rojo alizarina al 1% en hidroxido de potasio
(Merck, Alemania) durante 10 min. Después se equilibré en frio con PBS 1X y se
montaron con glicergel.
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Esta tincion tifie color rojo los precipitados de calcio.
3.2. Técnicasinmunolégicas
3.2.1. Técnicas de inmunohistoquimica en células

Para caracterizar a los fibroblastos, queratinocitos, CMEA, CEA y CMMGW se
realizd una inmunocitoquimica de estas células. Para ello, se realizaron citoespines de
cada tipo celular y se fijaron con acetona a 42C durante 10 min. Tras el secado a T2
ambiente, se realizd un lavado de 10 min con PBS pH 7,6 y un pretratamiento de
desenmascaramiento antigénico con proteinasa K (Dako, EEUU) durante 10 min para el
anticuerpo monoclonal (AcMo) anti-CK y citrato sddico para el AcMo anti-vimentina. La
actividad peroxidasa enddgena se inhibid utilizando la solucion blogueadora de la
peroxidasa del kit EnVisionTM de Dako (Dako, EEUU) durante 10 min y a continuacion
las células se lavaron con PBS pH 7,6 durante 10 min para proceder a la incubacién con
los Ac primarios: AcMo anti-vimentina y AcMo anti-CK, a T2 ambiente durante 1 h.
Transcurrido el tiempo de incubacion se realizaron 3 lavados de 10 min con PBS pH 7,6
y cada muestra se incubé a T2 ambiente durante 30 min con el Ac secundario
Polymered Envision plus policlonal (Labelled polymer-HRP; Dako Cytomation, EEUU).
Finalizada esta segunda incubacion, las células se lavaron 3 veces con PBS pH 7,6
durante 5 min. Se reveld la reaccion con 1:50 de la solucién cromogénica 3,3"-
diaminobenzidina tetrahidroclorada (DAB, Dako Cytomation), deteniendo la reaccién
con agua destilada a los 5 min. Posteriormente, se contratifieron con la hematoxilina
de Gill Ill durante 2 min. Por ultimo, los cortes se aclararon con agua destilada y se
deshidrataron utilizando alcoholes crecientes (962 y 1002) y xilol, 10 min cada unoy se
montaron en DePeX (Sigma-Aldrich Quimica S.A., Espaia).

3.2.2. Técnicas de inmunohistoquimica en tejido

En el caso de los tejidos o de los equivalentes de Ingenieria Tisular, se utilizaron
cortes de los blogues conservados en parafina. Al igual que en el caso de las tinciones
histoquimicas, los cortes se sometieron a un desparafinado en una estufa durante 30
min a 602C, seguido de un tratamiento con xilol durante 10 min. A continuacién se
llevé a cabo una hidratacién en alcoholes decrecientes (1002 y 962) y agua destilada,
10 min cada uno. Se realizé un lavado con PBS 1X conteniendo Tween 20 (Sigma-
Aldrich Quimica S.A., Espaia) en una concentracion de 1:1000 (PBS pH 7,6) durante 10
min. En algunos casos se realizé un pretratamiento con proteinasa K durante 10 min o
citrato sédico 0,1 M durante 20 min. Se lavaron los cortes con PBS pH 7,6 durante 5
min. A continuacidn, se incubaron 10 min con la solucién bloqueante de la actividad
peroxidasa. Se lavaron los cortes con PBS pH 7,6 durante 10 min. Seguidamente, se
realizd la incubacién durante 1 h a T2 ambiente con cada uno de los Ac primarios
especificos en cada caso: AcMo anti-CK, anti-K14, anti-K10, anti-involucrina, anti-
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vimentina, anti-laminina, anti-melan-A, anti-tirosinasa, anti-p63, anti-Ki67, anti-
fibronectina y anti-colageno tipo | y Il o el Ac policlonal anti-S100. Transcurrido el
tiempo de incubacién, se realizaron 3 lavados de 10 min cada uno con PBS pH 7,6.
Posteriormente, se incubaron con el Ac secundario Polymered Envision plus policlonal
durante 30 min. Inmediatamente después, se llevaron a cabo 3 lavados de 5 min con
PBS pH 7,6. Se reveld la reaccidon con 1:50 de DAB, deteniendo la reaccién con agua
destilada a los 5 min. Posteriormente, se contratifieron con la hematoxilina de Gill Ill
durante 2 min. Por ultimo, los cortes se aclararon con agua destilada y se
deshidrataron utilizando alcoholes crecientes (962 y 1002) y xilol 10 min cada uno y se
montaron en DePeX.

En las dos técnicas anteriores los controles negativos carecian de Ac primario y
solo se incubaron con los Ac secundarios Polymered Envision plus policlonal.

3.2.3. Técnicas de inmunofluorescencia en células

Para caracterizar las CMEA, CEA y CMMGW diferenciadas hacia células similares
a células nerviosas, éstas se cultivaron en camaras de 8 pocillos para microscopia. Se
lavaron con PBS pH 7,4 (Dako, EEUU) y se fijaron con acetona a 42C durante 10 min. Tras el
secado a T2 ambiente, los pocillos se hidrataron durante 5 min con PBS pH 7,4 durante 10
min. A continuacion, las preparaciones se lavaron de nuevo con tampon PBS pH 7,4
durante 10 min y se procedid a la incubacion durante 1 h a T2 ambiente con uno de los
siguientes Ac primarios: Ac policlonal anti-GFAP, AcMo anti-NF, AcMo anti-Receptor del
factor de crecimiento nervioso (NGFR), Ac policlonal anti-S100 y AcMo anti-vimentina.
Finalizada la incubacion se realizaron 3 lavados de 5 min con tampén PBS pH 7,4 y se
anadid el correspondiente Ac secundario: Ac policlonal anti-Igs fraccion F(ab)2 de ratén
marcado con isotiocianato de fluoresceina (FITC; Dako, Dinamarca) para el NGFR, Ac
policlonal anti-Igs fraccién F(ab)2 de ratén marcado con ficoeritrina (PE; Dako, Dinamarca)
para la vimentina y Ac policlonal anti-lgs fraccion F(ab)2 de conejo marcado con FITC para
GFAP, S100 y NF. Se incubaron durante 30 min en oscuridad. Seguidamente se realizaron 3
lavados de 10 min con PBS pH 7,4. Por ultimo, para tefir los nucleos, se afiadid el
colorante fluorescente 4',6-diamino-2-fenilindol (DAPI; 100 ng/ml; Sigma-Aldrich Quimica
S.A., Espafia) durante 20 min. Se realizaron 2 lavados de 5 min con PBS pH 7,4 y se
montaron con glicergel.

74



Material y métodos

3.2.4. Técnicas de inmunofluorescencia simple en tejidos

Tras la descongelacidn de los cortes a T2 ambiente, se lavaron con PBSpH 7,4y
se fijaron con acetona a 42C durante 10 min. Tras el secado a T2 ambiente se volvieron
a lavar los portaobjetos con PBS pH 7,4 durante 10 min y se comenzd con la incubacion
del primer AcMo primario anti-vimentina durante 1h a T2 ambiente. Finalizada la
incubacién se realizaron 3 lavados de 5 min con PBS pH 7,4 y se afiadido el
correspondiente el Ac policlonal secundario anti-lgs fraccidon F(ab)2 de ratén marcado
con FITC durante 30 min en oscuridad. Por ultimo, se lavaron 3 veces durante 5 min
con PBS pH 7,4 y se contratifieron los nucleos con DAPI durante 20 min. Se realizaron 2
lavados de 5 min con PBS pH 7,4 y se montaron con glicergel.

3.2.5. Técnicas de inmunofluorescencia doble en tejidos

Los cortes se descongelaron a T2 ambiente, se lavaron con PBS pH 7,4, se
fijaron con acetona a 42C durante 10 min, se volvieron a lavar con PBS pH 7,4 durante
10 min y se comenzd con la incubacién del primer AcMo primario anti-CK durante 1 h a
T2 ambiente. Las secciones se lavaron con PBS pH 7,4 y se incubaron con el primer Ac
policlonal secundario anti-Igs fraccidon F(ab)2 de ratéon marcado con FITC durante 30
min en oscuridad. Se lavaron con PBS pH 7,4 y se incubaron con el segundo AcMo
primario anti-vimentina durante 1 h. Después se lavaron con PBS pH 7,4 y se incubaron
con el segundo Ac policlonal secundario anti-lgs fraccion F(ab)2 de ratén marcado con
PE durante 30 min. Por ultimo, se lavaron con PBS pH 7,4 y se contratifieron los
nucleos con DAPI durante 20 min. Se lavaron y se montaron con glicergel.

En las tres técnicas anteriores los controles negativos carecian de Ac primarioy
solo se incubaron con los Ac secundarios conjugados con FITC o PE.

Todas las muestras tefidas anteriormente tanto histoquimicas como
inmunoldgicas se examinaron microscépicamente con un Olympus BX61 (Olympus
Espafia S.A., Espafia) equipado con una camara digital Olympus DP70 (Olympus Espana
S.A., Espafia).
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ANTICUERPO p CASA
HOSPEDADOR CLON DILUCION
Primarios COMERCIAL
CK Ratodn AE1/AE3 1:50 Dako
i Diadnostics
K14 Ratén L-L002 1:50 .
BioSystems
K10 Raton DE-K10 1:2000 Neomarkers
Involucrina Raton SY5 1:1000 Sigma
Vimentina Raton V9 1:100 Abcam
Laminina Raton LAM-89 1:500 Sigma
Melan-A Raton A103 1:100 Sigma
Tirosinasa Raton T311 1:200 Sigma
$100 Conejo - 1:400 Dako
) Thermo
P63 Ratén 474 1:400 o
Scientific
. i Listo para Novacastra
Ki67 Raton - .
usar Laboratories
Fibronectina Raton SPM246 1:20 Santa Cruz
Biotechnology
Colageno tipo | Ratén CoL-1 1:50 Abcam
Colageno tipo Il Ratén COoL-2 1:100 Abcam
GFAP Conejo - 1:1000 Dako
NF-M Conejo EP2460 1:100 Abcam
NGFR p75 Ratén ME20.4 1:1000 Sigma
Secundarios
anti-lgs fraccion F(ab)2
8 ) (ab) Cabra - 1:50 Dako
de ratéon-FITC
anti-Igs fraccion F(ab)2 .
) Cabra - 1:100 Invitrogen
de conejo-FITC
anti-lgs fraccién F(ab)2
8 (ab) Cabra - 1:40 Dako

de raton-PE

Tabla M1: Listado de Ac y condiciones utilizados en este estudio.
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3.3. Estudio de microscopia electrénica de barrido

En algunos casos los tejidos se caracterizaron por MEB. Para ello, los
fragmentos representativos de las muestras a analizar se lavaron con PBS pH 7,4 y se
fijaron en glutaraldehido al 2,5% en tampdn 0,1M cacodilato pH 7,4 durante 12-24 h a
4°C. Tras la fijacion, las muestras se deshidrataron utilizando concentraciones
crecientes de etanol (702, 902 y 1002) durante 15 min y se secaron utilizando un
desecador por punto critico modelo CPD 030 (Bal-Tec/Leica MS, Alemania). Finalmente,
se cubrieron con un bafio de oro utilizando un metalizador modelo SCD 050 (Bal-
Tec/Leica MS, Alemania). La visualizacién se llevo a cabo utilizando un microscopio
electrénico de barrido modelo JSM-6400 (Jeol, Japdn) con un rango de magnificacién
de 1000-6000X. La presencia de NaCl cristalizado se descarté en modo de EDS
(analizador por energia dispersiva de rayos-X).

4. Multipotencialidad de las CMEA, CEA y CMMGW

La multipotencialidad de las CMEA, CEA y CMMGW se comprobé mediante la
induccién de su diferenciacion al linaje mesodérmico. Los experimentos se realizaron
por triplicado.

Diferenciacion adipogénica:

En una cémara de 8 pocillos para microscopia, se sembraron 1,5x10° CMEA,
CEA o CMMGW por pocillo (n=3). Las células fueron inducidas por su cultivo en DMEM
alto en glucosa (Gibco, Espana), 10% de SBF, dexametasona (1 pM; StemcCell
Technologies Inc., EEUU), 3-isobutil-1-metilxantina (0,5 mM; Sigma-Aldrich Quimica
S.A., Espaia), insulina (10 uM; Sigma-Aldrich Quimica S.A., Espafia) y indometacina
(200 uM; Sigma-Aldrich Quimica S.A., Espafia). Se cultivaron durante 21 dias y el medio
se cambid cada 2-3 dias.

Transcurrido el tiempo de diferenciacion, se realizé el analisis histoquimico (Oil
Red O) de las células.

Diferenciacidon osteogénica:

En una camara de 8 pocillos para microscopia, se sembraron 1,5x10° CMEA,
CEA o CMMGW por pocillo (n=3). Las células fueron inducidas por su cultivo en DMEM
alto en glucosa, 10% de SBF, dexametasona (10 uM), acido ascérbico (50 pg/ml; Sigma-
Aldrich Quimica S.A., Espaia) y B-glicerofosfato (10 mM; StemCell Technologies Inc.,
EEUU). Se cultivaron durante 21 dias y el medio se cambié cada 2-3 dias.

Transcurrido el tiempo de diferenciacidn, se realizd el analisis histoquimico
(rojo alizarina) de las células.
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Diferenciacidon condrogénica:
Se centrifugaron 5x10° CMEA, CEA 0 CMMGW en DMEM con 10% de SBF y 1%
de P/E en un tubo de poliestireno con fondo en V (J.C. Catalan S. L., Espaia) durante 8-

10 min a 300xg (n=3). Se sacaron de la centrifuga y se dejaron en la estufa a 372C
durante 24 h, para que las células formasen la micromasa. Pasadas las 24 h, se les did
un golpe seco a los tubos con el fin de que las micromasas quedasen en suspension.
Para la induccién condrogénica se cultivaron las micromasas en DMEM alto en glucosa,
1% de SBF, insulina (6,25 pg/ml), TGF-B1 (10ng/ml; R&D Systems, Minneapolis, MN) y
acido ascorbico fresco (50 ng/ml). Se cultivaron durante 21 dias y el medio se cambid
cada 2-3 dias.

Transcurrido el tiempo de diferenciacion, se realizdé el andlisis histoquimico
(azul de toluidina) e inmunohistoquimico (determinacién antigénica de colageno tipo
II) de las micromasas.

En todos los casos, se realizaron controles negativos de la adipogénesis,
osteogénesis y condrogénesis cultivando las células con medio DMEM, 10% de SBF y
1% de P/E.

C. PREPARACION DE LA MEMBRANA AMNIOTICA PARA SU UTILIZACION
COMO SOPORTE

1. Criopreservacion de la Membrana Amniética (Figura M4)

Una vez obtenidas las MA (n=9) se dejaron en medio 199 con los siguientes
antibidticos: cotrimoxazol (50 pug/ml), vancomicina (50 pg/ml), amikacina (50 ug/ml) y
anfotericina B (5 pg/ml) a 4eC durante 24 h. Transcurrido este tiempo se realizaron 3
lavados de la MA con NaCl al 0,9% para proceder con su criopreservacion. Para ello, se
lavaron las MA con PBS y se colocaron sobre un papel de nitrocelulosa (Millipore,
Irlanda) que quedd adherido a la MA por el lado estromal y se cortaron parches de 4x4
cm?. Estos parches se introdujeron en bolsas para criopreservar Kapton-teflon DF700
(Fresenlus Kabi, Alemania) y se les afiadié medio de criopreservacion, que consistid en
20 ml de medio 199 con un 10% de DMSO vy se sellaron. Se dejaron en una batea con
hielo en agitacién durante 30 min para permitir que la solucién de criopreservacién se
equilibrase con el tejido. Cada parche de MA se criopreservd siguiendo el programa de
congelacién controlada usando un equipo CM2000 (Carburos Metdlicos, Espafia). La
congelacién fue de -12C/min hasta -402C, -22C/min hasta -602C, y de -52C/min hasta -
1502C. Todas las bolsas con los parches de MA se guardaron en la fase gas del N,L a -
1502C hasta su uso.
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Formacion de los parches de MA

- »

Se estiralaMA  Se coloca el papel de nitrocelulosa Papel de nitrocelulosa Se cortan parches de
por encima de la MA con la MA pegada 4x4 cm?

Criopreservacion de los parches de MA

Se colocan los Se sellan las Se dejan en hielo para Se realiza la congelacién  Se guardanlas
parches en bolsas bolsas equilibrar controlada bolsas en fase gas
con medio de del N,L

criopreservacion

Figura M4: Proceso de criopreservacion de la MA.

2. Descongelacion de la Membrana Amnidtica

Para la descongelacion de la MA criopreservada se extrajo la bolsa con el
parche de MA y se dejo durante 5 min a T2 ambiente seguido por un bafo de agua a
372C hasta la completa descongelacion. Se secé la bolsa con una gasa y se desinfecto el
borde de la bolsa con povidona iodada (Betadine; Pharma SAU, Espaifa). En la
campana de flujo laminar, con unas tijeras estériles se cortd la bolsa. Se realizaron
lavados secuenciales para reducir el dafo celular debido a cambios osméticos, por
progresiva dilucion con NaCl al 0,9% a 42C. Se repitio el proceso 5 veces hasta eliminar
totalmente el medio de criopreservacion.

En algunos casos, para su caracterizacion tras la descongelacién, se cogié una
muestra representativa de MA (n=3) y se fijéo en formaldehido al 4% y se incluyé en
parafina para los estudios histoquimicos (H-E, tricrémico de Masson, Safranina O y azul
alcian) e inmuhistoquimicos (determinacion antigénica de laminina, fibronectina y
vimentina).
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3. Descelularizacion de la Membrana Amnidtica
3.1. Eleccion del tratamiento

Una vez descongelados los parches de MA se trataron con diferentes
tratamientos quimicos y/o enzimaticos para saber cudl era el mas efectivo en la
eliminacién tanto de las CEA como de las CMEA sin la degradacién de la MEC vy sin
afectar a la membrana basal.

Para ello, se pusieron los parches de MA de diferentes pacientes (n=5) sobre
placas de cultivo con el lado estromal hacia abajo y se incubaron con los diferentes
tratamientos quimicos y/o enzimaticos. En la Tabla M2 se describen los diferentes
métodos con las sustancias quimicas y/o enzimas, concentraciones, T2 y tiempos
utilizados para descelularizar la MA. Las MA se dejaron a 42C y 372C en una atmdsfera
himeda y 5% CO, hasta finalizar el tiempo de cada método de descelularizacion.
Después se lavaron 3 veces en PBS y se cogid una muestra representativa de MA
tratada que se fijé en formaldehido al 4% y se incluyé en parafina para los estudios
histoquimicos (H-E, tricrémico de Masson, Safranina O y azul alcian) e
inmuhistoquimicos (determinacién antigénica de laminina, fibronectina y vimentina).

Método de .
. . %/[] T2 Tiempo
descelularizacion
EDTA (Sigma-Aldrich
o N 0,02% 37°C 1h
Quimica S.A., Espafia)
EDTA 0,02% 37°C 2h
EDTA 0,1% 4eC 16 h
EDTA 0,1% 372C 30 min
EDTA 0,1% 37°C 1h
T/E 0,25% 37°C 10 min
T/E 0,25% 379C 30 min
T/E 1% 37°C 10 min
T/E 1% 379C 30 min
Acutasa (Accutase™;
PAA Laboratories - 37°C 1h
GmbH, Alemania)
Dispasa (Gibco, .
N 1,2 U/ml 37°C 30 min
Espaia)
Dispasa 1,2 U/ml 37°C 1h

Tabla M2: Métodos de descelularizacion de la MA. Tipo de tratamiento quimico y/o enzimatico,
concentracion (%),T2 y tiempo utilizados.
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3.2. Analisis del ADN residual en las Membranas Amniodticas descelularizadas

De forma adicional a los analisis histoquimicos e inmunohistoquimicos, para
comprobar molecularmente que método de descelularizacion era el mas adecuado se
realizé la cuantificacion del ADN residual que quedaba en las MA tras llevar a cabo
cada método de descelularizacion. Para ello, el ADN de las MA tratadas con los
diferentes métodos se extrajo mediante el Gentra Puregene Tissue Kit (Qiagen lberia
S.L., Espaifa) segun las instrucciones del fabricante. A partir de 10 mg de cada MA (n=5,
por cada tratamiento) tratada con los diferentes métodos de descelularizacién, se
cortd el tejido en fragmentos pequefios y se pusieron en un mortero en donde se
congelaron en N;L. Se le afiadié 300 ul de solucién de lisis celular para lisar las células.
Posteriormente se calentaron a 652C durante 30 min. Se le afadié 1,5 pl de proteinasa
K, se mezcld e incubd a 559C toda la noche para lisar el tejido completamente. Para
eliminar el ARN se le afiadid 1,5 pl de solucion RNasa Ay se incubd a 379C durante 30
min. Después se dejaron en hielo 1 min y se afadié 100 pl de solucién de precipitacion
de proteinas. Se centrifugd a 16,000xg durante 3 min. En un tubo con 300 pl de
isopropanol se afiadid el sobrenadante y se centrifugé a 16,000xg durante 1 min. Se
descartd el sobrenadante y se afiadido 300 pl de etanol al 70% y se centrifugd a
16,000xg durante 1 min. Se descarté el sobrenadante y se afiadié 50 pl de solucién de
hidratacion del DNA y se incubé a 652C durante 1 h. Por ultimo, se incubd a T2
ambiente toda la noche en agitacion.

La calidad y concentracién de los extractos de DNA se determinaron con un
espectrofotémetro Nano-Drop-1000 (Thermo-Fisher Scientific, EEUU).

D. INGENIERIA TISULAR DE LA PIEL

1. Desarrollo del equivalente de piel basado en la utilizacion de plasma
humano como soporte

1.1. Construccidon de un equivalente de piel utilizando plasma humano como
soporte (modelo in vitro)

1. 1. 1. Obtencion de plasma

Se usd plasma de donantes de sangre (n=10) como fuente de fibrina
procedente del Banco de Sangre del Hospital Teresa Herrera del grupo 0+ y se midié la
concentracion de fibrinégeno con un coaguldmetro ACL Top coagulometer (lzasa,
Espafia).
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1.1.2. Preparacion de la dermis

Para preparar la dermis del equivalente de piel formada por la matriz de fibrina
obtenida del plasma humano con fibroblastos, se procedié a afiadir en un frasco de
cultivo de 150 cm? (TPP Techno Plastic Products AG, Suiza): fibroblastos (1x10° en 2 ml
de MQ), entre 20-25 ml de plasma dependiendo de la concentracion de fibrindgeno
inicial (40-50 mg/lamina), NaCl al 0,9% (hasta completar un volumen final de 50 ml),
400 pl de acido tranexamico (Amchafibrin; Rottapharm S.L., Espaifa) y por ultimo 4 ml
de cloruro célcico al 1% (CaCl,; Sigma-Aldrich Quimica S.A., Espafia) en NaCl al 0,9%
para iniciar el proceso de polimerizacion.

Las matrices se dejaron a 372C en una atmdsfera himeda y 5% de CO; al menos
durante 1 h hasta su coagulacion.

1.1.3. Cultivo secundario de queratinocitos sobre la dermis (Figura M5)

Para sintetizar el equivalente de piel, después de la coagulacién de la matriz de
fibrina, se sembraron en su superficie los queratinocitos a una densidad de 5000-
12000 queratinocitos/cm2 con MQ. El medio de cultivo se cambié cada 2-3 dias. A
partir del segundo dia se le anadié EGF. Se cultivaron a 372C en una atmdsfera himeda
y 5% de CO; hasta que la llegaron a la confluencia.

Para su caracterizacién en algunos casos (n=7), se cogié un fragmento del
equivalente de piel y se fijo en formaldehido al 4% y se incluyé en parafina para los
estudios histoquimicos (H-E, tricrdmico de Masson y hematoxilina de Verhoeff) e
inmunohistoquimicos (determinacién antigénica de CK, K14, K10, involucrina, laminina,
melan-A, tirosinasa y $100) y el otro fragmento se congelé en OCT™ para los anélisis
de inmunofluorescencia (determinacion antigénica de vimentina).

Cultivoprimariode  Cultivo primario de Matriz de fibrina
gueratinocitos fibroblastos

Cultivo secundario de los
gueratinocitos sobre la matriz
de fibrina con fibroblastos

Figura M5: Esquema de la realizacion del equivalente de piel in vitro.

82



Material y métodos

1.2. Trasplante experimental del equivalente de piel utilizando plasma como
soporte (modelo invivo)

1.2.1. Diseiio experimental

Se utilizaron un total de 11 ratones Athymic Nude-Foxnl nu/nu macho de 5-6
semanas de edad (Harlan Interfauna Ibérica, S.L., Espafia) para evitar el rechazo de los
injertos de los equivalentes de piel. Los ratones se distribuyeron en dos experimentos
diferentes en su disefio (segln numero de ratones y tiempo de seguimiento):

Experimento A: Se utilizaron 5 ratones de los cuales, uno de ellos se usé como

control (sin injerto del equivalente de piel) y a los 4 restantes se les realizaron los
trasplantes del equivalente de piel y se sacrificaron a los 21 dias.
Experimento B: Se utilizaron 6 ratones de los cuales, dos de ellos se usaron

como control (uno sin injerto del equivalente de piel y el otro con autoinjerto de su
propia piel) y a los 4 restantes se les realizaron los trasplantes del equivalente de piel y
se sacrificaron a los 4 meses.

1.2.2. Preparacion del equivalente de piel para su trasplante (Figura M6)

Cuando los queratinocitos sembrados sobre la matriz de fibrina con fibroblastos
alcanzaron la confluencia, se prepard el equivalente de piel el mismo dia del trasplante
experimental. Para ello, a T2 ambiente se retiré el medio de cultivo y se abrié el frasco
de cultivo por su parte superior. Se cubrié el equivalente de piel con un tul estéril
(Tulgrasum; Laboratorio Farmacéutico S.I.T., Espafia), al que previamente se le elimind
parte de la grasa con ayuda de una gasa, de forma que ésta ocupd toda la superficie
del equivalente de piel.

Una vez efectuada esta operacidn, el tul se fij6 a la superficie superior del
equivalente de piel, en la cual se encuentran los queratinocitos, mediante el empleo
de un adhesivo tisular organico (Histoacryl; B/Braun, Espafia). Se aplicaron pequefias
gotas de este pegamento sobre los bordes del equivalente de piel. Una vez seco, se
procedid a despegar el equivalente de piel del frasco de cultivo mediante el empleo de
una espatula (TPP Techno Plastic Products AG, Suiza). Una vez se despegd, se enrollé
sobre si mismo y se introdujo en un tubo cénico estéril con DMEM y se dejaron a 49C
hasta su transporte.
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Frasco de cultivo con el equivalente

. Se abre el frasco de cultivo
de piel

Se elimina el medio de
cultivo

Se introduce en
un tubo coénico
con DMEM

Se cubre el equivalente de piel con un
tul estéril que se fija mediante un
adhesivo tisular organico

Se despega el

equivalente de piel con
ayuda de una espdtula

Figura M6: Separacion manual del equivalente de piel del frasco de cultivo y preparaciéon para su
transporte.

1.2.3. Trasplante del equivalente de piel (Figura M7)

Los equivalentes de piel se trasplantaron en el dorso de los ratones. Para ello,
se anestesiaron los ratones con Sevorane 4-6%. Una vez anestesiados, se desinfecté el
dorso con povidona iodada. Después se realizd un corte mediante bisturi de una
superficie de 1x1 cm?, se retird la piel de esta zona y se dejé en PBS estéril para
congelarlo y descongelarlo 3 veces en N,L con el fin de desvitalizarla. En lugar de la piel
de ratdn se injertd el equivalente de piel de 1x1 cm?, retirando el tul que sirvié para el
montaje y se suturé a los margenes de la herida de los ratones receptores con hilo de
seda. La piel desvitalizada se colocé encima de la zona injertada para proteger el
equivalente de piel trasplantado y se suturé también a los bordes de la herida.

En uno de los ratones control del experimento B en el cual se realizd el
autoinjerto, la piel del dorso se volvié a injertar y suturar en el mismo sitio.

Se verificé la estabilidad de la zona de los injertos de los ratones trasplantados
asi como del ratén control autoinjertado observando la presencia de complicaciones
como sangrado, infeccidény pérdida del injerto.

Los ratones se mantuvieron en jaulas con aisladores ambientales en el
animalario de la Unidad de Cirugia Experimental del Complejo Hospitario Universitario
de A Coruiia. Con el objetivo de mantenerlos en las condiciones lo mas libre posible de
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patégenos, durante el tiempo que duraron los experimentos se les dié de beber agua
autoclavada y comida esterilizada.

Se desvitalizala piel Se anestesianlos ratonesy se les Equivalentede piel in vitro
en N,L realizauna incisién en el dorso

Se colocael equivalente de piel sobre
el dorso del ratéon yse sutura

]

Se colocala piel desvitalizada del ratdn
sobre el equivalente de piel yse sutura

Figura M7: Trasplante experimental del equivalente de piel en el modelo animal.

1.2.4. Seguimiento macroscopico de losinjertos

Para estudiar la evolucion a nivel macroscépico del trasplante de los injertos se
observd el estado de la curacién de la herida a los 21 dias y a los 4 meses (segun el
grupo) después del trasplante. Para evaluarla tuvimos en cuenta los siguientes
criterios:

-Criterio de supervivencia del equivalente de piel: evidencia del color rosado o
normal de la epidermis.

-Criterio _de necrosis: si la herida se vuelve marron u de color oscuro, la

epidermis se caey la dermis queda expuesta a las 2 semanas después del trasplante.
-Criterio de rechazo: si el injerto sobrevive durante 2 semanas y la epidermis es

visible, pero en un lapso de tiempo el color se vuelve marrdn u oscuro. Gradualmente
se separan la epidermis y la dermis y el area necrética de la epidermis alcanza el 50% o
mas. El estudio histolégico muestra la degeneracion y necrosis de la epidermis, e
infiltracidn de linfocitos en la dermis y en la UDE.

-Criterios cosméticos de la herida: color (rosadoztvioleta/rojo), superficie lisa, y
flexibilidad o rigidez de la herida.
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1.2.5. Caracterizacidén microscopica de los injertos

A los 21 dias y a los 4 meses (dependiendo del experimento), los ratones se
sacrificaron por inhalacién de CO, y se extrajeron los injertos del equivalente de piel
realizando una biopsia aproximadamente en la misma localizacidn en la que se realizé
en injerto de 1,5x1,5 cmzpara asegurarnos de que se recogia la zona injertada y parte
de la piel del raton receptor.

Cada biopsia se dividid en dos fragmentos de los cuales uno de ellos se fijé en
formaldehido al 4% y se incluyd en parafina para los estudios histoquimicos (H-E,
tricrdmico de Masson y hematoxilina de Verhoeff) e inmunohistoquimicos
(determinacién antigénica de CK, K14, K10, involucrina, vimentina, laminina, melan-A,
tirosinasa y $100) y el otro fragmento se congelé en OCT™ para los andlisis de
inmunofluorescencia (determinacion antigénica de vimentina). Ademas, en el caso de
los ratones del experimento B, de las biopsias obtenidas se cogidé un fragmento y se fijé
en glutaraldehido al 2,5% en tampdn 0,1M cacodilato pH 7,4 para su caracterizacion
por MEB.

Tanto en los equivalentes de piel in vitro, como en los controles e injertos se
midié el grosor de la epidermis en tres zonas diferentes de cada muestra teiida con H-
E (n=10).

2. Desarrollo del equivalente de piel basado en la utilizacion de la Membrana
Amnidtica como soporte

2.1. Selecciéon del lado de la Membrana Amnidtica sobre el que cultivar los
fibroblastosy los queratinocitos

Para determinar el lado mas apropiado de la MA sobre el que cultivar los
fibroblastos y queratinocitos, se hicieron diversos cultivos tanto de los fibroblastos
como de los queratinocitos sobre el lado estromal o sobre el epitelial (tanto sin
descelularizar como descelularizado) de la MA (Tabla M3):

Lado de la MA Fibroblastos | Queratinocitos
Estromal 4 3
Epitelial sin descelularizar 3 4
Epitelial descelularizado 7 7

Tabla M3: Numero de experimentos que se han realizado sembrando los fibroblastos o queratinocitos
sobre el lado estromal, o sobre el lado epitelial sin descelularizar y descelularizado.

Para ello, se descongelaron los parches de MA y se colocaron en los dispositivos
Cell Crown™ (Scaffdex, Finlandia) de 1,6 cm? con el lado estromal o epitelial hacia
arriba, segun correspondiese para inmovilizarla y que pudiesen servir de soporte. En el

86



Material y métodos

caso de la utilizacién de la MA descelularizada se comprobd al microscopio invertido
de contraste de fases que se habian eliminado todas las células antes de su utilizacion.
A continuacidn, este dispositivo con la MA se colocd en una placa de cultivo y se
sembraron 1x10° fibroblastos o queratinocitos (segin experimento) directamente
sobre la MA como se explicd anteriormente con medio de MF y con el MQ
respectivamente, hasta que llegaron a la confluencia (Figura M8). Se les cambid el
medio de cultivo cada 2-3 dias. El cultivo de la MA con las células se mantuvieron a
372C en una atmésfera humeda y 5% CO,.

Al final del periodo de cultivo, el equivalente de piel se fijé en formaldehido al
4% vy se incluyd en parafina para los estudios histoquimicos (H-E) e
inmunohistoquimicos (determinacién antigénica de CKy vimentina).

+

Dispositivo Cell

Se descongela un ¢us Crown
parche de MA T

Se coloca la MA

; o Se cultivan las
sobre el dispositivo

o células sobre la
Cell Crown MA

Figura M8: Preparacion de la MA sobre los dispositivos Cell Crown™ y cultivo de las células sobre ella.

2.2. Construccion de un equivalente de piel utilizando la MA como soporte
(modelo in vitro)

Una vez seleccionados los lados de la MA mds adecuados para sembrar cada
tipo de células, para sintetizar el equivalente de piel se sembraron 5x10° fibroblastos
sobre una placa de cultivo de 12 pocillos con MF. Un dia después, cuando los
fibroblastos se adhirieron a la placa y formaron una monocapa, se les eliminé el MF y
se lavaron con PBS para eliminar las células que no se pegaron y se colocd por encima
un parche 4x4 cm? de MA descelularizada con T/E durante 30 min a 372C, con el lado
estromal en contacto con los fibroblastos y estabilizada con un dispositivo Cell Crown
™ de 1,6 cm?. Posteriormente, se sembraron sobre la membrana basal de la MA 1x10°
gueratinocitos y se cultivaron con MQ de forma sumergida hasta que llegaron a la
confluencia a 372C en una atmdsfera himeda y 5% CO,. El medio se cambié cada 2-3
dias.
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Al final del periodo de cultivo, la mitad del equivalente de piel se fijé en
formaldehido al 4 % y se incluyd en parafina para los estudios histoquimicos (H-E,
tricrdmico de Masson y hematoxilina de Verhoeff) e inmunohistogquimicos
(determinacion antigénica de CK, K14, K10, involucrina, laminina, melan A, tirosinasa y
$100) y otra mitad se congeld en OCT™ para los andlisis de inmunofluorescencia
(determinacidon antigénica de vimentina).

E. INGENIERIA TISULAR DEL SISTEMA NERVIOSO

1. Induccidn de la diferenciacion de las CMEA, CEA y CMMGW a células con
caracteristicas de células nerviosas

En una cdmara de 8 pocillos para microscopia se sembraron 1,5x10° CMEA, CEA
o CMMGW por pocillo. El medio de diferenciacion estaba compuesto por DMEM, 10%
de SBF, acido retinoico (30 uM; Sigma-Aldrich Quimica S.A., Espaia), bFGF (10 ng/ml;
Sigma-Aldrich Quimica S.A., Espafia), EGF (10 ng/ml), L-glutamina (2 mM; Sigma-
Aldrich Quimica S.A., Espafia), 1% de aminoacidos no esenciales (Gibco, Espafia), 2-
mercaptoetanol (55 uM; Gibco, Espafia), piruvato sodico (1ImM; Sigma-Aldrich Quimica
S.A., Espafia), 1% de insulina-transferrina-selenio (Sigma-Aldrich Quimica S.A., Espafia)
y dcido ascérbico (2 mM).

Los tres tipos celulares se cultivaron durante 21 dias y el medio se cambié cada
2-3 dias. Los experimentos de induccion neural se realizaron por triplicado para cada
tipo celular. Transcurrido el tiempo de cultivo, se analizé la diferenciacion de las CMEA,
CEA y de las CMMGW hacia células similares a células nerviosas mediante
inmunofluorescencia (determinacién antigénica de GFAP, NF, NGFR, S100 y vimentina).
La cuantificacidon de la expresion de cada marcador se determind contando el nimero
de células positivas para cada determinado marcador con respecto al nimero total de
nucleos DAPI positivos en 10 campos visuales al azar (n=3) determinando asi un
porcentaje.

2. Estudio de la proliferacion de los diferentes tipos celulares en presencia de
medio condicionado por la Membrana Amnidtica

2.1. Obtencién del medio condicionado porla Membrana Amnidtica

Para obtener el medio condicionado por la MA (n=3), se afiadié a cada
fragmento de MA de aproximadamente 4x4 cm?, 25 ml de DMEM y 10% de SBF y se
dejaron a 372C en una atmoésfera himeda y 5% CO, durante 120 h en agitacion. Este
medio se recogid y se utilizé el mismo dia de su obtencidn.
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2.2. Estudio de proliferacion celular

Para estudiar la proliferacién de las CMEA, CEA y CMMGW diferenciadas a
células similares a células nerviosas, se sembraron por triplicado 5x10* células de cada
tipo a analizar (n=5) en pocillos de placas de cultivo de 96 pocillos de fondo plano
Corning™ (Thermo-Fisher Scientificc EEUU) con medio comercial para neuronas
Quantum 286 con el suplemento G5 (PAA, Espafia) y se incubaron a 372C en una
atmdsfera humeda y 5% de CO, durante 24 h. Al dia siguiente, el medio se reemplazé
por 100 ul de medio tédxico DMSO (control negativo), 100 pl de medio comercial para
neuronas Quantum 286 con el suplemento G5 (control positivo) o por 100 pl del medio
condicionado por la MA a varias concentraciones con el medio comercial especifico de
neuronas Quantum 286+suplemento G5 (V:V): 25%, 50%, 75% y 100% y se dejaron en
cultivo otras 24 h. Al final del periodo de incubacidn, la viabilidad celular se determind
usando el kit de proliferaciéon celular bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio (MTT; Roche Applied Science, Alemania) segun las instrucciones del
fabricante. Para ello, se le aifiadié al medio de incubacién 10 pl de MTT (concentracion
final 0,5 mg/ml) y se incubaron durante 4 h. Después de la incubacidn se le afiadié 100
pl de solucidén solubilizadora a cada pocillo y se incubaron toda la noche. Se cuantificé
la absorbancia con un lector de ELISA (Sunrise™ Tecan Group, Canadd) a una longitud
de onda de 570 nm. La absorbancia se correlaciona directamente con el nimero de
células presentes en el pocillo.

3. Desarrollo del equivalente de tejido nervioso basado en la utilizacién de la
Membrana Amnidtica como soporte (modelo in vitro)

Para sintetizar el equivalente de tejido nervioso, se descongelaron los parches
de MA, se descelularizaron con 1% de T/E a 372C durante 30 min y se colocaron en los
dispositivos Cell Crown™ de 1,6 cm® con la membrana basal de la cara epitelial hacia
arriba. A continuacién, este dispositivo se colocé en una placa de cultivo y se
sembraron 1x10° CMEA, CEA o CMMGW diferenciadas a células similares a células
nerviosas directamente sobre la membrana basal de la MA y se cultivaron con medio
de crecimiento para neuronas Quantum 286 con el suplemento G5. Se dejaron en
cultivo a 372C en una atmodsfera hiumeda y 5% CO, hasta que llegaron a la confluencia
cambiandoles el medio cada 2-3 dias.

La obtencién del equivalente de tejido nervioso in vitro se realizd por triplicado
para cada tipo celular. Al final del periodo de cultivo los equivalentes de tejido
nervioso se fijaron en formaldehido al 4% y se incluyeron en parafina para los estudios
histoquimicos (azul de toluidina y tincion de plata de Bielschowsky).
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F. ANALISIS ESTADISTICO

El analisis estadistico de los resultados se realizd empleando el programa
informatico SPSS 22.0 para Windows. Los valores p<0,05 se consideraron
estadisticamente significativos.

G. CONSIDERACIONES ETICAS

Todos los donantes de plasma, células o tejidos humanos firmaron el
consentimiento informado necesario para la utilizaciéon de sus muestras y datos en
investigacion. El proyecto de la presente tesis fue aprobado por el Comité de Etica de
Investigacion del Complejo Hospitalario Universitario A Corufia-Ferrol (n2 de
expediente 2015/616). Ademads, la parte especifica de la tesis que implica el uso de
animales de experimentacién fue aprobada por el Comité de Experimentacién Animal
del mismo centro.
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Resultados
A. INJENIERIA TISULAR DE LA PIEL

1. Obtencidny cultivo de fibroblastos y queratinocitos

Para los experimentos de obtencion de equivalentes de piel se utilizaron biopsias
de dos tipos de donantes con distintas caracteristicas que influyeron en el rendimiento
celular obtenido. Asi, cuando se utilizaron biopsias de pacientes que habian sufrido
alguna quemadura, cuya edad media fue de 32,18+ 15,83 afios, el tamafio de la biopsia
fue de 2-4 cm?> y el numero de queratinocitos obtenido por biopsia fue
aproximadamente 16x10°+ 7x10°.

Sin embargo, cuando la biopsia procedia de miembros inferiores amputados de
pacientes cuya edad media fue de 85,1+3,87 afos, aunque en este caso la media del
tamano de la biopsia fue de 4-8 cm?, el nimero de gueratinocitos obtenido fue
significativamente menor, aproximadamente 4,85x106i6,7x106.

1.1 Determinacion del mejor medio de cultivo para el cultivo de los
queratinocitos

Para comparar las diferencias de proliferacion con distintos medios se realizaron
cultivos primarios de los queratinocitos con el MQ, descrito en Materiales y Métodos,
con y sin toxina colérica (descrito en la literatura) y con dos medios comerciales
EpiGRO™ (07 y 57), utilizando como referencia la proliferacién celular obtenida con el
MQ sin toxina. Los resultados obtenidos demuestran que, aunque cuando se anadié
toxina colérica al medio MQ la proliferacion a los 4 dias fue un 10,72+10,27% mayor que
con el MQ sin toxina, a partir de ahi la proliferacién disminuyd hasta un 53,57+6,11% a
los 10 dias. Con los medios comerciales la proliferacion fue menor en todos los casos
disminuyendo a los 10 dias hasta un 22,96+3,50% y 20,41+4,25% con el medio comercial
EpiGRO™ 07 y 57 respectivamente (Figura R1).

El descenso de la proliferacién en los casos en los que utilizamos el MQ y el MQ
con la toxina colérica puede deberse a que los queratinocitos alcanzaron el maximo pico
de proliferacion a los 4 dias y entre los 6 y 10 dias alcanzaron la confluencia parando de
proliferar. Con ambos medios comerciales sin embargo, el pico de maxima proliferacion
lo alcanzaron a los 6 dias, tardando un poco mas de tiempo en activarse y a los 10 dias
volvié a disminuir la proliferacién. En vista de los resultados obtenidos aunque con el
MQ con la toxina colérica a los 4 dias la proliferacion fuera ligeramente mayor que sin
ella, debido a su posible toxicidad, y a que esta diferencia no se mantenia a lo largo del
cultivo, se decidid utilizar el medio MQ para cultivar los queratinocitos en el resto de los
experimentos.
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PROLIFERACION DE LOS QUERATINOCITOS
CON LOS DIFERENTES MEDIOS DE CULTIVO

140% A
120%
B MQ
100%
80% B MQ+toxina colérica
0,
60% Medio comercial de
40% queratinocitos 07 EpiGRO
B Medio comercial de
20%

queratinocitos 57 EpiGRO

0%

4 dias 6 dias 10 dias

Figura R1: Comparacion de la proliferacion con los distintos medios de cultivo para queratinocitos con
respecto al MQ (n=5). Se representan las medias yla desviacidn tipicadelos valores.

1.2. Cultivos primarios de fibroblastos y queratinocitos

Una vez procesada cada una de las biopsias se obtuvieron las poblaciones de
fibroblastos y queratinocitos.

Los fibroblastos sembrados y cultivados con MF alcanzaron la confluencia a los 5-
6 dias (Figura R2a). Estas células que presentaron una elevada capacidad de
proliferacién, mostraron un citoplasma en forma de huso con largas y delgadas
proyecciones, tipica morfologia fibroblastica, expresando ademas el antigeno vimentina,
marcador de células mesenquimales (Figura R2c) pero no CK, marcador de células
epiteliales (Figura R2e).

Los queratinocitos cultivados con MQ, el primer dia mostraron una forma de
huso ancho y corto pero entre los dias 3-4, se pudieron ver colonias de células con
morfologia poligonal que se dispusieron en empalizada, con nucleos redondos vy
centrados que proliferaban e iban desplazando a las células 3T3 irradiadas de la
superficie del frasco de cultivo alcanzando la confluencia entre los 10-12 dias (Figura
R2b). Estos queratinocitos expresaron CK, (Figura R2f) pero no vimentina (Figura R2d).
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FIBROBLASTOS QUERATINOCITOS

Imagen de microscopia
invertida
de contraste de fases

Vimentina

CK

Figura R2: Cultivo primario de fibroblastos y queratinocitos. Imagen de microscopia invertida de
contraste de fases del cultivo de los fibroblastos (a) y queratinocitos (b) a los 5 dias. Inmunocitoquimica
para detectar la expresion de vimentina en los fibroblastos (c) y en los queratinocitos (d) y para detectar la
expresionde CK en los fibroblastos (e) y en los queratinocitos (f). 200X (b) y 400X (a y c-f).

2. Construccion de un equivalente de piel usando fibrina obtenida a partir de
plasma humano como soporte (modelo in vitro)

Una vez obtenidas las poblaciones de fibroblastos y queratinocitos en nimero
suficiente a partir de los cultivos primarios (pase 1 o 2), se procedioé a la construccién de
los equivalentes de piel utilizando como equivalente de la dermis a los fibroblastos
cultivados en una matriz de fibrina y como epidermis a los queratinocitos cultivados
sobre el gel.

Para la obtencién de la fibrina, se utilizaron como fuente diferentes plasmas
humanos (n=10). La concentracién de fibrindgeno de los plasmas utilizados varié entre
1,63-2,5 mg/ml siendo la media 2,08+0,26 mg/ml. Primero se realizaron pruebas para
determinar cudl seria la concentracién de fibrindgeno éptima para la sintesis de los
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equivalentes de piel sin que estos sufrieran roturas. Tras obtener 40 equivalentes de piel
con los 10 plasmas de donantes diferentes, se determiné que la concentracion adecuada
se encontraba en torno a 40-50 mg/lamina (Figura R3a).

Los fibroblastos sembrados en el interior del gel de fibrina fueron capaces de
adherirse a las proteinas de este gel, observandose a las pocas horas una apariencia
bipolar con la emision de prolongaciones alargadas desde el cuerpo celular
disponiéndose en monocapa (Figura R3a). Con el trascurso de los dias, se pudo observar
con el microscopio invertido de contraste de fases el aumento progresivo del nimero de
fibroblastos presentes en la dermis y como éstos migraban y se disponian en multiples
estratos (Figura R3b).

En cuanto a los queratinocitos sembrados sobre este gel de fibrina con
fibroblastos, fueron capaces de adherirse a la superficie del gel a las 24 h después de
haberlos sembrado a una densidad 1/5 y formaron colonias alcanzando la confluencia
entre 11-14 dias con el MQ (Figura R3c).

Figura R3: Equivalente de piel in vitro. Equivalente de piel cultivado en el frasco de cultivo (a). Imagen de
microscopia de contraste de fases de la matriz de fibrina conteniendo a los fibroblastos (b) y de los
queratinocitos sembrados sobrela superficie de la matriz de fibrina a los 14 dias de cultivo (c). 400X (a y c).

En ninguno de los equivalentes de piel se aprecié retraccion significativa, de tal
manera que la superficie inicialmente cultivada fue la obtenida. Se pudieron despegar
del frasco de cultivo de forma manual sin el uso de enzimas y una vez despegado el
equivalente de piel mostré buena flexibilidad pudiéndolo manipular facilmente.
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Aproximadamente el tiempo necesario para la obtencién del equivalente de piel
oscilé entre 25 y 32 dias. Este periodo de tiempo comprendié desde la recepcion y el
procesamiento de la biopsia hasta la confluencia del cultivo de queratinocitos sobre la
dermis de fibrina y fibroblastos.

2.1. Anadlisis histolégico del equivalente de piel in vitro

La caracterizacion histoldgica inicial del equivalente de piel in vitro se realizé con
diversas tinciones de una porcidn representativa incluida en parafina.

El analisis histoquimico con la tincion con H-E (Figura R4a) evidencié a los 11-14
dias la existencia de dos estructuras completamente diferentes: una epidermis delgada
formada por 1-2 laminas y una dermis densa. La epidermis constd de un estrato basal y
un estrato suprabasal. El estrato basal estaba formado por células cuboides, en algunas
de ellas se observaron mitosis con nucleos localizados centralmente y nucléolos
facilmente visibles (Figura R4a flecha). Las células mostraron una interaccion activa con
la fibrina de la matriz, presentando como formaciones celulares que se proyectaban
hacia ésta. El estrato espinoso en cambio estaba formado por células poliédricas, con
nucleos que presentaron cromatina homogénea, sin nucléolos prominentes.

Para demostrar la presencia de las fibras de colageno se empled la tincién de
tricrdmico de Masson (Figura R4b). Los citoplasmas de las células de la epidermis y de la
dermis se tifieron de color rojo mientras que las fibras de colageno de la dermis se
tifieron de azul. Con esta tincidn se pudo observar en el equivalente de piel in vitro una
matriz pobre en fibras de coldgeno, sin vasos sanguineos ni estructuras pilosebaceas. La
mayoria de la matriz del equivalente de piel todavia estaba compuesta de fibrina. Para
observar las fibras eldsticas se empled la tincién de hematoxilina de Verhoeff que las
teiiiria de negro. En nuestro equivalente de piel in vitro a los 11-14 dias aun no se
pudieron apreciar estas fibras (Figura R4c).

El analisis inmunohistoquimico mostré la presencia de una capa de
gueratinocitos, mono o biestratificada, que reaccionaron con el anticuerpo que detecta
el antigeno CK (AE1/AE3) (Figura R4d). El anticuerpo AE1 reconocio la mayor parte de las
CK de la subfamilia acida y el anticuerpo AE3 a todos los miembros de la subfamilia
basica. El estrato basal expresé K14 (Figura R4e) y los estratos suprabasales expresaron
K10 (Figura R4f) pero no involucrina (no existe aun diferenciacién celular) (Figura R4g).

En cuanto a la expresion de otros componentes, se detecté en la membrana
basal una ligera tincion para la laminina (Figura R4h recuadro) y en la dermis, los
fibroblastos expresaron vimentina (Figura R4l). Por ultimo, tratamos de identificar la
presencia de melanocitos analizando la expresion de tres antigenos especificos, melan-A,
tirosinasa y la proteina S100, con resultados negativos (Figura R4i, j y k), lo que parece
indicar la ausencia de melanocitos en el equivalente de piel in vitro.
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Figura R4: Caracterizacion histolégica de una zona representativa del equivalente de piel in vitro.
Andlisis histoquimico con la tincién de H-E (flecha: sefializa los nucléolos) (a), tricromico de Masson (b) y
hematoxilina de Verhoeff (c). Analisis inmunohistoquimico para detectar la presencia de CK (d), K14 (e),

K10 (f), involucrina (g), laminina (recuadro: amplificacion de la membrana basal) (h), melan-A (i), tirosinasa
(j), S100 (k) y vimentina (I). 400X.
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2.2. Trasplante experimental del equivalente de piel (modelo in vivo)
Para analizar la capacidad del equivalente de piel in vitro de actuar como un

injerto viable en un modelo in vivo, se utilizaron ratones Athymic Nude-Foxnl nu/nu.
Para ello se realizaron dos experimentos por separado:

N© de ratones
EXPERIMENTQ CONTROL CONTROL
... .. L. INJERTO SACRIFICIO
sininjerto| autoinjerto de su propia piel
A 1 - 4 21 dias
B 1 1 4 4 meses

Tabla R1: Condiciones de los experimentos A y B del modelo in vivo.

Trascurrido el tiempo post-injerto indicado en cada experimento se analizaron
diferentes parametros:

2.2.1. Analisis macroscépico del trasplante experimental

Para estudiar la evolucién a nivel macroscépico del trasplante de los injertos en
el modelo animal se observo el estado de la curacion de la herida después del trasplante.

Tanto a los 21 dias como a los 4 meses la supervivencia de los injertos fue del
100%. No hubo rechazo ya que no se observaron zonas necréticas. A los 21 dias cuando
se recuperaron los injertos, las heridas ya se habian curado y a los 4 meses se integraron
perfectamente en el raton.

En el experimento A, se analizd el injerto a los 21 dias. Todos los injertos del

equivalente de piel que se realizaron en los ratones sobrevivieron y prendieron en el
lecho de la herida. El aspecto macroscopico mostré una regidén costrosa central
necrotizada en la regién superior de la espalda injertada que se correspondié con el
injerto de piel desvitalizada del ratén que se colocd como apdsito y que no se
desprendid en su totalidad debido a las suturas que aun no se habian reabsorbido,
dando la impresién de desprenderse facilmente (Figura R5a). El aspecto exterior de la
zona injertada fue el de una piel algo enrojecida y un poco mas adelgazada que la piel de
alrededor, con cierta retraccién (Figura R5b). Al extraer el injerto incluyendo piel sana
adyacente, al liberarla de los planos profundos, se observd que estaba adherida sobre
todo en el tramo central, pero se consiguid liberarla facilmente con ayuda de unas
tijeras. Al analizar con la lupa el injerto extraido, se observé que la parte exterior estaba
algo adelgazada, eritematosa y retraida. Interiormente, la estructura dérmica se
conservo y presentd un marcado color blanquecino. La elasticidad y textura fue muy
similarala de la piel circundante.
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Figura R5: Aspecto macroscopico del equivalente de piel tras 21 dias del trasplante en un ratén
representativo. Observacion de la piel de ratdon desvitalizada colocada como apdsito que no se

desprendid (a). Observacion de la buena integracién del injerto del equivalente de piel en el modelo
animal (b).

En el experimento B, se analizo el injerto a los 4 meses. Resultd dificil distinguir
donde se realizaron los injertos porque tampoco se vieron los bordes muy retraidos
(Figura R6a). No hubo rechazo inmune, sangrado ni infeccion. La porcidn del equivalente

de piel humana regenerada en el ratdn se extrajo facilmente de los planos profundos ya
que no estaba adherida y se movia libremente sobre la fascia dorsal (Figura R6b). Al
observar con la lupa el segmento extraido, tampoco se vieron diferencias con la piel del
raton adyacente. El color, la elasticidad y textura fue muy similara la de la piel del ratén.
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Figura R6: Aspecto macroscopico del equivalente de piel tras 4 meses del trasplante en un ratén
representativo. Observacién de la buena integracién del injerto del equivalente de piel en el modelo
animal (a). Extraccidon del injerto para su posterior analisis histolégico (b)

2.2.2. Analisis histolégico de los injertos trasplantados

Para analizar de forma conveniente los injertos de los equivalentes de piel
humana en los ratones, se realizaron, en paralelo, como controles los mismos analisis
histoquimicos, inmunohistoquimicos y de inmunofluorescencia con piel control humana
y de raton utilizados en cada grupo.

2.2.2.1. Pieles control
* Piel control humana

Con la tincion H-E se pudo observar claramente una epidermis con cuatro
estratos, con distinta morfologia y caracteristicas, y una dermis por debajo. Los estratos
de la epidermis de la piel de los humanos se ven mejor en la piel gruesa (Figura R7a) que
en la piel fina (Figura R7b). El estrato basal presentd células cubicas o cilindricas bajas
formando una sola capa que expresaron K14 (Figura R7e). Otras células que se pudieron
identificar fueron los melanocitos de aspecto redondeado con un citoplasma poco
tefido que expresaron melan-A, tirosinasay S100 (Figura R7i-k).

En el estrato espinoso las células con forma poliédrica, nucléolos prominentes y
basofilia citoplasmatica expresaron K10 (Figura R7f). En el estrato granuloso las células
se caracterizaron por poseer numerosos granulos densos y baséfilos de queratohialina
que ocuparon el citoplasma y expresaron involucrina (Figura R7g). El estrato cérneo se
correspondié con los restos aplanados y fusionados de las células que expresaron
involucrina (Figura R7g).
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Bajo la epidermis separada por la membrana basal que expresd laminina que
también identificd a los vasos sanguineos en la dermis (Figura R8h), se encontré una
dermis poblada de fibroblastos que expresaron vimentina (Figura R8I). Con las tinciones
de tricrémico de Masson y hematoxilina de Verhoeff se pudieron diferenciar una dermis
papilar laxa y rica en fibras de colageno muy finas y entrelazadas y con escasas fibras
elasticas y una dermis reticular formada por haces irregulares de colageno y fibras
eldsticas largas y gruesas (Figura R8b y c). En la dermis también se pudieron observar
estructuras pilosebaceas (Figura R7c).
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Figura R7: Analisis histologico de la piel humana control. Andlisis histoquimico con la tincion de H-E (a),
tricrémico de Masson (b) y hematoxilina de Verhoeff (c). Analisis inmunohistoquimico para detectar la
presencia de CK (d), K14 (e), K10 (f), involucrina (g), laminina (h), melan-A (i), tirosinasa (j), S100 (k) y
vimentina (I). 400X.
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* Piel control de ratén

La piel de ratdn es diferente a la humana. Con la tincion de H-E se pudo observar
también claramente una epidermis y una dermis por debajo, pero la epidermis era
mucho mas fina que la humana, solamente formada por dos estratos y relativamente
lisa (Figura R8a). El estrato basal presentd células cubicas formando solo una capa
expresando K14 (Figura R8e). El estrado suprabasal también estaba formado por células
cubicas que expresaron K10 (Figura R8f). En cuanto a los melanocitos, al ser los
anticuerpos utilizados para detectar los antigenos melan-A (Figura R8i) tirosinasa (Figura
R8j) y S100 (Figura R8k), especificos de humanos, los resultados fueron negativos. Bajo
la epidermis se encontré una dermis poblada de fibroblastos que expresaron vimentina
(Figura R8I) separada por una membrana basal aunque no se detectd la expresién de
laminina debido a que el anticuerpo utilizado es especifico de humanos (Figura R8h). De
la dermis se puede decir que es una matriz rica en fibras de colageno (Figura R8b), no
detectando fibras elasticas con la tinciéon de hematoxilina de Verhoeff ya que éstas
debian ser muy finas (Figura R8c). A diferencia de la piel humana no se pudo diferenciar
la dermis papilar de la reticular. Presenta una gran cantidad de estructuras pilosebaceas
y vasos sanguineos (Figura R8a y b), al contrario que en la piel de humanos que tiene
estas estructuras muy esparcidas.

Debajo de la dermis se pudo observar la hipodermis formada por adipocitos
(Figura R8b).
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Figura R8: Andlisis histologico de la piel del raton control. Analisis histoquimico conla tincién de H-E (a),

tricromico de Masson (b) y hematoxilina de Verhoeff (c). Anadlisis inmunohistoquimico para detectar la
presencia de CK (d), K14 (e), K10 (f), involucrina (g), laminina (h), melan-A (i), tirosinasa (j) y S100 (k).
Analisisdeinmunofluorescenciapara detectar vimentina (). 400X (a-k) y 200X (1).

*Piel control de ratén autoinjertada

La piel control de ratdn autoinjertada fue similar a la piel control de ratén. Al
igual que la piel control de ratén, con la tincidon de H-E se pudo observar una epidermis
delgada y una dermis por debajo (Figura R9a). El estrato basal presentd células cubicas
formando solo una capa expresando K14 (Figura R9e). El estrado suprabasal también
estaba formado por células cubicas que expresaron K10 (Figura R9f). De nuevo los
melanocitos no se pudieron detectar por la ausencia de reconocimiento de los
anticuerpos empleados por los antigenos equivalentes en el ratdn tales como melan-A
(Figura R9i), tirosinasa (Figura R9j) y S100 (Figura R9k).
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Al igual que la piel control de ratén, la dermis constituida por fibroblastos que
expresaron vimentina (Figura R10l), estaba separada por una membrana basal no
detectable por el anticuerpo que detecta la expresiéon del antigeno laminina humana
(Figura R10h). La dermis poseia fibras de colageno (Figura R10b), pero no se detectaron
fibras elasticas con la tincién de hematoxilina de Verhoeff ya que éstas debian ser muy
finas (Figura R9c). Presenta una gran cantidad de estructuras pilosebdceas y vasos

sanguineos (Figura R9a y c). Debajo de la dermis se pudo observar la hipodermis
formada por adipocitos (Figura R9b).
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Figura R9: Analisis histolégico de la piel control de ratén autoinjertado. Analisis histoquimico con la
tincion de H-E (a), tricromico de Masson (b) y hematoxilina de Verhoeff (c). Analisis inmunohistoquimico
para detectar la expresion de CK (d), K14 (e), K10 (f), involucrina (g), laminina (h), melan-A (i), tirosinasa (j)
y S100 (k). Analisis de inmunofluorescencia para detectar la expresion de vimentina (I). 400X (a-k) y 200X
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2.2.2.2. Injertos de los equivalentes de piel en los dos experimentos de ratones

Para el analisis microscdépico de los injertos en los dos experimentos de ratones
se analizaron en cada uno de ellos dos zonas por separado: la zona de unién injerto
humano-piel de raton y la zona del injerto. A continuacién se describen los resultados
obtenidos en un animal representativo de cada expermiento en ambas zonas.

* Experimento A:
- Zona de union injerto humano-piel de ratén

Mediante la tincion de tricrdmico de Masson se pudo ver una zona mas
engrosada sin crestas epidérmicas (pero que se estaban empezando a formar) con
abundantes fibras de colageno y con la formacién de nuevos vasos sanguineos (Figura
R10a). Las fibras de colageno en la dermis estaban dispuestas paralelamente a la
epidermis indicando la incorrecta maduracién de la herida. La unién epidermis-dermis
fue plana. No existié evidencia de infiltracion de células inflamatorias. La infiltracién de
las células inflamatorias se observaria con la formacién de una banda edematosa entre
la epidermis y la dermis, indicando el rechazo del implante que se acabaria separando la
epidermis de la dermis. Con el anticuerpo que detecta el antigeno involucrina se pudo
localizar la zona injertada ya que el anticuerpo reconoce sélo la zona humana (Figura
R10b), con el anticuerpo que detecta el antigeno K10, que tifie tanto humano como
ratén, se pudo observar que la epidermis del injerto fue mas gruesa que la del ratén
(Figura R10c) y con el anticuerpo que detecta el antigeno laminina, que también solo
reconoce lo humano, se observd la profundidad del injerto en la dermis (Figura R10d).
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Figura R10: Region injerto (izquierda)-ratén (derecha) tras 21 dias del trasplante en un ratén
representativo. Andlisis histoquimico con tricrémico de Masson (a). Analisis inmunohistoquimico para
detectar la expresion de involucrina (b), K10 (c) y laminina (d). Las lineas discontinuas separan €

equivalente de piel humana injertado de la piel del ratén. 40X.
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- Zona del injerto

A los 21 dias, el injerto desarrollé una epidermis estratificada y diferenciada y
una dermis claramente definida con muchas de las caracteristicas morfolégicas de la piel
intacta (Figura R11a).

La epidermis constd de un estrato basal formado por una hilera de células
columnares que expresaron K14 (Figura R11e). Las células de los estratos suprabasales
expresaron K10 (Figura R11f) e involucrina (Figura R11g). Las uniones intercelulares
fueron visibles entre los queratinocitos en el estrato espinoso (Figura R11i recuadro).
Las células en el estrato granular fueron aplanadas y con granulos oscuros y las células
en el estrato cérneo mostraron escamas de queratina largas y planas.

Los fibroblastos y queratinocitos ya sintetizaron la membrana basal detectada
por la expresion de laminina (Figura R11h) y también el injerto presenté melanocitos
demostrado por expresion de melan-A (Figura R11i), tirosinasa (Figura R11j) y S100
(Figura R11k).

Mediante inmunofluorescencia se vid que la epidermis se encontré sobre una
dermis de fibroblastos que expresaron vimentina (Figura R11m) y que sintetizaron fibras
de colageno delgadas que se dispusieron paralelamente formando una red
subepidermal (Figura R11b y c) bien vascularizada pero sin foliculos pilosos ni fibras
eldsticas gruesas (Figura R11c).
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Figura R11: Analisis histologico del injerto 21 dias después del trasplante en un ratén representativo.
Andlisis histoquimico con la tincién de H-E (a), tricromico de Masson (b) y hematoxilina de Verhoeff (c).
Analisis inmunohistoquimico para detectar la expresién de CK (d), K14 (e), K10 (f), involucrina (g), laminina
(h), melan-A (i) (recuadro: detalle de las uniones intercelulares), tirosinasa (j) y S100 (k). Analisis de
inmunofluorescencia paradetectar la expresidn de vimentina (1). 400X (a-k) y 200X (1).
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Experimento B:
- Zona de unién injerto humano—piel de ratén

La epidermis mas delgada que a los 21 dias, formada por 2-4 estratos adquirio el
mismo fenotipo que la piel del ratén. Las fibras de colageno fueron mas gruesas y no se
dispusieron tan paralelamente, sino formando bucles (Figura R12a) indicando la
maduracion de estas fibras.

Con los anticuerpos que detectan la expresién del antigeno involucrina y de la
laminina, respectivamente, ya no se pudo localizar la zona injertada ya que ambos
anticuerpos reconocen solo la parte humana aunque si intuir (Figura R12b y d, lineas
discontinuas). Sin embargo, con el anticuerpo que detecta la expresién del antigeno K10
gue reconoce tanto el antigeno humano como el de ratén se pudo observar la
continuidad de la epidermis del injerto con la del ratén (Figura R12c).
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Figura R12: Region injerto (izquierda)-ratén (derecha) tras 4 meses del trasplante en un ratén
representativo. Anadlisis histoquimico con tricrémico de Masson (a). Analisis inmunohistoquimico para
detectar la expresion involucrina (b), K10 (c) y laminina (d). Las lineas discontinuas separan el equivalente

de piel humana injertada dela piel del ratén. 40X.
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- Zona del injerto

La epidermis constd de un estrato basal que expresé K14 (Figura R13e) asi como
de un estrato suprabasal que expresé tanto K10 (Figura R13f) como involucrina (Figura
R13g).

La membrana basal de origen humano que aparecia a los 21 dias ya no estd
presente [ya no expresa el antigeno laminina humano (Figura R13h)], integrandose
completamente en el ratén, y siendo reemplazada por una membrana basal sintetizada
por los queratinocitos y fibroblastos murinos.

Se siguieron detectando melanocitos como se pudo observar con los anticuerpos
que detectan la expresion de los antigenos melan-A (Figura R13i), tirosinasa (Figura R13j)
y $100 (Figura R13k) que ya teiian los melanocitos en el ratén a los 21 dias.

La dermis aun contenia fibroblastos humanos (Figura R13l) que seguian
sintetizando las fibras de coldgeno mas gruesas que a los 21 dias alineadas con las lineas
de tensién (Figura R13b), con foliculos pilosos y glandulas sebaceas pero sin fibras
eldsticas (Figura R13c y e). Se observaron unas pocas células inflamatorias en la dermis
(Figura R13a) y mediante el anticuerpo que reconoce el antigeno S100 se pudieron
observar nervios entre la dermis y el tejido adiposo (Figura R13k recuadro).
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Figura R13: Analisis histologico del injerto 4 meses después del trasplante en un ratén representativo.

Analisis histoquimico con las tinciones de H-E (a), tricrdmico de Masson (recuadro: detalle vaso sanguineo)
(b) y hematoxilina de Verhoeff (c). Analisis inmunohistoquimico para detectar la expresion de CK (d), K14

(e), K10 (f), involucrina (g), laminina (h), melan-A (i), tirosinasa (j) y S100 (recuadro: nervio) (k). Analisis de
inmunofluorescencia paradetectar la expresion de vimentina (1). 400X (b-k) y 200X (ay I).
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Otro de los pardmetros en el que nos fijamos fue en el grosor de la epidermis
tanto en los equivalentes de piel in vitro, como en los controles e injertos.

Mediante la medida del grosor de la epidermis en las H-E anteriores se pudo
observar que:

- La epidermis de los equivalente de piel in vitro fueron delgadas, con un grosor
de 1-2 laminas (9,89+0,63 um) (Figura R14d).

- A los 21 dias cuando se extrajeron los injerto, la epidermis fue mas gruesa, y
consté de aproximadamente 10 laminas de queratinocitos bien organizados (47,48+
31,2 um) (Figura R14e). Este resultado se encuentra entre el grosor de la piel humana
control gruesa (232,2+35,75 um) (Figura R14a) y delgada (35+1,54 um) (Figura R14b).

- Allos 4 meses, el grosor epitelial del equivalente de piel injertado en los ratones
fue similar a la piel de ratéon adquiriendo su mismo fenotipo, con 2-4 |dminas
(24,33+7,63 um) (Figura R14f) al igual que la epidermis de los ratones control
(22,06+4,33 um) (Figura R14c).

= |
a e § S B W “ c
W ORRE | v o L ¥ gl e < g LNy <
Ry “ N ~ g W ‘ b s
d T e 4! i
\ “.\ P — % ;-\'w ) / f
- war
of - y - b o g ¥ 2 Y N
& . - Pra / . ! Fo ¥
“o M SN % .
e Sl A T N ‘v
) -~ - U - V)
» A ‘.,5 v 16 ! v
s/ \\ (& * \% ¥ '/. '
W o geasliy - *0 0k

: i % ’ - & ® < \\'I I ;‘/'
Piel control humana gruesa | Piel controlhumana delgada ‘| -<. . piél control tﬁn .

> = ‘ v
g [-— ',‘s,» Mgl = e 3
& PR IR 73 LW B ¥  JPRE I

e ’

- =

e P B

L4

% = ; =y -
Equivalente de piel tras 21 Equivalente de pieltras 4
Equivalente de piel in vitro dias del trasplante * meses del trasplante -

Figura R14: Grosor de la epidermis de las pieles control y de los equivalentes de piel in vitro y
trasplantados en una zona representativa. Andlisis histoquimico con la tincidon de H-E de la piel de los
controles de piel humana gruesa (a) y delgada (b) como de ratén (c) y de los equivalentes de piel in vitro

(d) y después de 21 dias (e) y 4 meses del trasplante (f). 40X.
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2.2.3. Analisis por microscopia electrdnica de barrido

Este analisis solo se realizé en el caso de los ratones del Experimento B. Con MEB
se observd que los injertos del equivalente de piel a los 4 meses no mostraron apenas
diferencias cuando se compararon con la piel del ratén control como la del ratén control
autoinjertado. Los resultados confirmaron los anteriores anadlisis histoquimicos,
inmunohistoquimicos y de inmunofluorescencia. En todos los casos se pudo observar
una dermis y una epidermis (Figura R15a-c).

La epidermis constd de numerosas células poligonales mostrando las mismas
caracteristicas de la superficie epidermal en empalizada de la piel humana nativa (Figura
R15d-f). Después de 4 meses trasplantado, los equivalentes de piel ya presentaron
algunos anejos cutdneos como foliculos pilosos (Figura R15i) al igual que las pieles
controles de los ratones (Figura R15g vy h).

La dermis mostrd fibras de colageno como principal componente de la MEC
sintetizadas por los fibroblastos (Figura R15j-11), también se pudieron observar fibras
elasticas al tener un mayor poder de resolucion que con la tincién de hematoxilina de
Verhoeff que no las detectaba (Figura R15m y n) y numerosos eritrocitos debido a que
nuevos vasos sanguineos se neosintetizaron y leucocitos en el caso del ratén injertado
con el equivalente de piel alos 4 meses (Figura R15k, fi-p).
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Piel de ratén control Piel de raton control Piel de raton injertada tras 4
autoinjertada meses

Figura R15: Andlisis de MEB de la piel de ratén control, de la piel de ratén control autoinjertada y del
injerto de equivalente de piel trasplantado a los 4 meses en un ratén representativo. UDE (a-c),
gueratinocitos (d-f), foliculo piloso (g-i), matriz de coldgeno (j), vaso sanguineo con eritrocitos (k), detalle
de un fibroblasto sintetizando fibras de coldgeno (I), fibra de colageno (ll), fibras elasticas (m y n) y
eritrocitos y leucocitos (fi-p). 10000X.
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3. Construccidon de un equivalente de piel usando la Membrana Amnidtica
como soporte (modelo in vitro)

3.1. Obtencidn y preparacion del soporte de Membrana Amniética
3.1.1. Obtencion y criopreservacion de las Membranas Amnidticas

Se obtuvieron 29 MA, de las cuales 9 se criopreservaron para utilizarlas como
soporte y 20 se utilizaron para extraer las CMEA y CEA (utilizadas en el apartado B de
resultados). La edad media de las donantes fue de 35,92+4,97 afios.

Las MA se criopreservaron durante largos periodos de tiempo (incluso hasta 2
afios) en la fase liquida del N,L sin sufrir roturas una vez se descongeron (Figura R16).

Figura R16: Parche de MA descongelado.

3.1.2.Caracterizacion histologica de la Membranas Amniéticas antes de su
criopreservacion

Una pequeiia porcion de cada MA se examind en fresco histoquimicamente
utilizando las tinciones H-E, tricrébmico de Masson y Safranina O e
inmunohistoquimicamente para detectar la expresién de CKy de vimentina.

Confirmando lo que se describié anteriormente en el apartado de Introduccion,
se observaron las siguientes capas en la estructura de la MA (Figura R17a):

a) Una capa de epitelio columnar que consistié en una Unica capa de CEA que
expresaron CK (Figura R17b); b) este epitelio se extendié sobre una membrana basal; c)
a su vez, se encontré adherida a la capa estromal. Esta ultima ldmina estaba formada
por: a) capa compacta, que forma el esqueleto fibroso principal de la MA; b) la capa
fibroblastica, en la que se encuentran las CMEA (Figura R17c) que sintetizan las fibras de
colageno de la capa compacta como se pudo observar con la tincién de tricrdmico de
Masson (Figura R17d); y c) la capa esponjosa, que presenté un elevado contenido de PG
y glicoproteinas, dandole esa apariencia esponjosa que se traduce en una coloracién
mads tenue en tinciones como la H-E (Figura R17a) y Safranina O (Figura R17e).

Adherido a la MA tenemos el corion formado por mesodermo coriénico que
constd de una ldmina reticular sobre la membrana basal que la separa de la lamina de
los trofoblastos (Figura R17a).
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Figura R17: Caracterizacion histologica de la MA en fresco de la parte sefialada en una zona
representativa. Analisis histoquimico con la tincién de H-E en la que se detalla la estructura de las
membranas fetales (MAy corion) (a). Analisis inmunohistoquimico para detectar la expresion de CK en las
CEA (b) y la expresién de vimentina en las CMEA (c). Analisis histoquimico conla tincién de tricromico de
Masson para tefiir las fibras decoldgeno (d) y Safranina O para tefiir los PG (e). 200X (a) y 400X (b-e).

3.1.3. Caracterizacion histolégica y cuantificacion del ADN de la Membrana
Amnidtica después de su descelularizacion mediante diferentes tratamientos

La MA descongelada tras su criopreservacion (Figura R18a) se tratd con
diferentes tratamientos quimicos y/o enzimaticos para analizar cudl seria el mas
adecuado para eliminar las CEA y CMEA con dos fines principales: obtener un soporte
acelular que evite la posibilidad de respuestas alogénicas y facilitar la adhesién de otras
células cultivadas al soporte. El grado de la eliminacion de las CEA y CMEA después de
cada tratamiento se analizé mediante la tincidén de H-E y la cuantificacién del ADN.

La H-E demostrd que el mejor tratamiento para eliminar estas células fue el de 1%
de T/E a 37°C durante 30 min (Figura R18j). Con este tratamiento, se eliminaron todas
las células y fragmentos celulares. Ademads, la membrana basal y la MEC de la MA
necesarios porque actlan como soporte para otras células, tales como células de la piel
0 nerviosas, permanecieron intactos.

Los resultados de los otros tratamientos de T/E, EDTA y dispasa a 372C durante
30 min (Figura R18b-i y k-1) mostraron que después de los tratamientos, las CEA y CMEA
no se eliminaron completamente. Con estos tratamientos, se necesitd el tratamiento
mecdanico con un rastrillo para eliminar completamente las células, método que dafid a
la MA. El tratamiento con acutasa eliminé las CEA pero no las CMEA del estroma de la
MA (Figura R18k), mientras que el tratamiento con dispasa durante 1 h eliminé las CEAy
CMEA, pero dafié considerablemente la MEC y la membrana basal de la MA (Figura
R18m).
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Figura R18: Caracterizacion histolégica de las MA incubadas con los diferentes tratamientos quimicos

y/o enzimaticos con la tincién de H-E en una zona representativa (n= 5). 400X.
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De forma paralela se realizo la cuantificacion del ADN de la MA incubada con los
diferentes tratamientos como medida indirecta de la eliminacion de las células (Figura
R19). Los datos de dicha cuantificacion confirmaron los resultados obtenidos mediante
la tincién de H-E (Figura R18) indicando que el mejor tratamiento para eliminar a las
células fue el de 1% de T/E a 372C durante 30 min (DNA residual: 1,38+0,53 ng/ul) que,
como se Vvid en los estudios histoquimicos, elimind completamente las CEA y CMEA asi
como los fragmentos celulares.

El tratamiento con 1% de T/E a 372C durante 10 min (14,3%3,37 ng/ul) fue
insuficiente para eliminar todas las células, ya que aunque se viéo que las CMEA se
eliminaron totalmente, se encontraron algunas zonas con epitelio. Los otros
tratamientos, 0,25% de T/E a 379C durante 10 min (45,33+10,35 ng/ul), 0,25% de T/E a
37°C durante 30 min (19,68+4,91 ng/ul), 0,02% de EDTA a 37°C durante 1 h (46,7+14,73
ng/ul), 0,02% de EDTA a 379C durante 2 h (39,7+2,26 ng/ul), 0,1% de EDTA a 4°C
durante 16 h (54,95+6,12 ng/ul), 0,1% de EDTA a 37°C durante 30 min (77,23+0,38
ng/ul), 0,1% de EDTA a 37°C durante 1 h (6,8+2,11 ng/ul), y dispasa a 379C durante 30
min (46,7+14,73 ng/ul) no eliminaron de forma eficaz todos los tipos celulares. El
tratamiento mas ineficaz para conseguir un soporte descelularizado fue el tratamiento
con 0,1% de EDTA a 372C durante 30 min tras el cual se observé la mayor cantidad de
ADN, ya que no eliminé todas las células. El tratamiento con acutasa a 372C durante 1 h,
elimind las CEA, y en este caso la concentraciéon de ADN restante fue debida a las CMEA
del estroma (10,79+2,68 ng/ul), como se observd en el estudio histoquimico.

Finalmente, el tratamiento con dispasa a 372C durante 1 h (6,53+4,2 ng/ul)
elimind todas las células, tanto las CEA como las CMEA, al igual que el tratamiento con 1%
de T/E a 37°C durante 30 min, pero la diferencia entre los dos tratamientos fue que la
dispasa dafié la membrana basal y los componentes de la MEC en mayor grado como se
comprobd posteriormente con el estudio histoquimico.
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Figura R19: Concentracion de ADN obtenido después de incubar a las MA con los diferentes

tratamientos quimicos y/o enzimaticos (n=5). Se representan las medias y la desviacion tipica de los

valores.

Para utilizar la MA como soporte es conveniente desceluralizarla pero que al
mismo tiempo conserve su estructura. Por ello, nos centramos en los dos tratamientos
que tras los resultados mostrados anteriormente mostraban que eliminaron
completamente las células con 1% de T/E a 372C durante 30 min o dispasa a 372C
durante 1h, con el objetivo de examinar los posibles dafios en los otros componentes de
la MA, analizando su composicién antes y después de los tratamientos mediante analisis

histomorfoldgicos e inmunohistoquimicos.

3.1.3.1. Analisis histomorfoldgico de los componentes de la matriz extracelular

Mediante la visualizacién a través del microscopio invertido de contraste de
fases de la superficie de la MA mostré que antes del tratamiento existe un epitelio con
células poligonales en forma de empalizada (Figura R20a) que después del tratamiento
con 1% de T/E a 372C durante 30 min o dispasa a 372C durante 1 h fueron eliminadas,
dejando un soporte acelular (Figura R20b y c), lo que demostré la eficacia de los
tratamientos elegidos. Los estudios histomorfoldgicos mostraron la estructura de la MA
después de descelularizarla. La tincion con tricrdmico de Masson mostré que los
principales componentes de la MEC de la MA, tales como el colageno permanecieron
después del tratamiento con 1% de T/E a 372C durante 30 min (Figura R20e) y la tincién
de azul alcidn y safranina O mostraron como los mucopolisacdridos (Figura 20h) y PG
(Figura R20k) respectivamente, también permanecen en la MA después de este
tratamiento. Sucedié lo contrario con el tratamiento con dispasa a 372C durante 1 h que
dand bastante la MEC disminuyendo el coldgeno (Figura R20f), los mucopolisacaridos
acidos (Figura R20i) y PG (Figura R20l).
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Figura R20: Comparacion de la estructura de la MA no tratada con la MA tratada con 1 % de T/E a372C
durante 30 miny con dispasa a 372C durante 1 h en una zona representativa. Imagen de microscopia de
contraste de fases de las MA no tratadas (a) y de las MA tratadas (b y c). Andlisis con la tincidn de
tricromico de Masson para observar las fibras de coldgeno tanto en las MA no tratadas (d) como en las
tratadas (e y f), con la tincién de azul alcidn para observar los mucopolisacadridos acidos en las MA no
tratadas (g) asi como en las tratadas (h e i)y conla tincién de safranina O para observar los PG tanto en
las MA no tratadas (j) como en las tratadas (kyl). 100X (a-c) y 400X (d—1).

3.1.3.2. Analisis inmunohistoquimico de los componentes de la membrana
basal

Para determinar de forma mas especifica si las proteinas de la membrana basal
permanecieron después de la descelularizacion, se realizdé el andlisis
inmunohistoquimico para detectar la presencia de dos de sus componentes: laminina y
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fibronectina. Los resultados demostraron que ambas proteinas se expresaron después
del tratamiento con 1% de T/E a 372C durante 30 min (Figura R21b y e) de manera
continua a lo largo de la membrana basal al igual que la MA no tratada (Figura R21a y d).
Sucediod lo contrario con el tratamiento de la dispasa a 372C durante 1 h, después del
cual no se observé la expresion de ninguna de estas proteinas (Figura R21cy f).

Finalmente, para confirmar que los tratamientos de descelularizacion eliminaron
las CMEA, se llevd a cabo un analisis inmunohistoquimico para determinar la expresién
de vimentina (Figura R21g). La ausencia de expresion de este antigeno después de los
tratamientos con 1% de T/E a 3792C durante 30 min y dispasa a 372C durante 1 h
demostré que la mayoria de estas CMEA fueron eliminadas (Figura R21hy i).
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Figura R21: Comparacion de la descelularizacion y de la lamina basal en las MA no tratadas con las MA
tratadas con 1% de T/E a 372C durante 30 min o con dispasa a 372C durante 1 h en una zona
representativa. Analisis inmunohistoquimico para detectar la expresion de los antigenos laminina y
fibronectina tanto en las MA no tratadas (a y d) como en las MA tratadas con 1% de T/E a 372C durante 30
min (b y e) o con dispasa a 3792C durante 1 h (c y f). Andlisis immunohistoquimico para detectar la
expresion de vimentina en la CMEA de las MA no tratadas (g) y en las MA tratadas con ambos
tratamientos (h y i).400 X.
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3.2. Preparacion del equivalente de piel in vitroy caracterizacion histoldgica

3.2.1. Seleccion del lado de la Membrana Amnidtica sobre el que cultivar los
fibroblastosy los queratinocitos

Una vez determinado el mejor tratamiento para descelularizar la MA para
utilizarla como soporte para el cultivo de fibroblastos y queratinocitos, el siguiente paso
fue analizar cudl de los dos lados seria el mds adecuado para cultivar estas células
directamente sobre ella. Esto se determiné cultivando cada tipo celular sobre los dos
lados de la MA (estromal y epitelial descelularizado o sin descelularizar).

Para ello, se descongelaron los parches de MA y se colocaron en los dispositivos
Cell Crown™ con la cara estromal o epitelial hacia arriba, seglin correspondiese para
inmovilizarla. En el caso del lado epitelial descelularizado se traté previamente con 1%
de T/E a 379C durante 30 min. Sobre este dispositivo con la MA se sembraron 1x10°
fibroblastos o queratinocitos (seguln experimento) directamente con medio de MF y con
el MQ respectivamente.

Tanto los fibroblastos como los queratinocitos sembrados y cultivados sobre el
lado estromal y epitelial descelularizado, respectivamente, alcanzaron la confluencia en
una semana, adhirieriéndose ala MA y proliferando formando una monocapa.

En el caso de los fibroblastos, cuando se examinaron histoquimica e
inmunohistoquimicamente se observé que se adhirieron y proliferaron mejor por el lado
estromal de la MA formando varias capas celulares (2-3 capas) (Figura R22a y b). Sobre
todo en la capa superficial se pudo observar como los fibroblastos adoptaron una
morfologia fibroblastica y expresaron vimentina (Figura R22b). No obstante, las células
de las capas mas profundas mostraron una forma mds redondeada (Figura R22a). Sin
embargo, los fibroblastos que crecieron sobre el epitelio de la MA o sobre la membrana
basal de la MA descelularizada mostraron una escasa integracion con dicho epitelio, de
modo que en todos los casos se observaron amplias zonas donde la monocapa celular se
encontré desprendida (Figura R22c-f).
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Figura R22: Cultivo de los fibroblastos sobre el lado estromal y sobre el lado epitelial descelularizado
como el epitelial sin descelularizar de la MA después de una semana de cultivo en una zona
representativa. Analisis histoquimico con H-E de la estructura de la MAy de los fibroblastos que crecieron
sobre ella (a, ¢ y e). Andlisis inmunohistoquimico para detectar la expresién de vimentina en los
fibroblastos (byd)y para detectar la expresion de CK en el epitelio de la MA (f). 400X.

En el caso de los queratinocitos, cuando se examinaron histoquimica e
inmunohistoquimicamente se observé que aunque se adhirieron por ambos lados de la
MA mostrando un crecimiento en monocapa, se adhirieron y proliferaron mejor por el
lado epitelial de la MA descelularizada de forma compacta y organizada formando varias
capas celulares (2-3 capas) (Figura R23c y d). Los queratinocitos adoptaron una
morfologia tipica de células epiteliales cuboides expresando CK (Figura R23d). También
se pudo observar en la superficie como un estrato cornificado que corresponderia a los
restos aplanados y fusionados de las células muertas (Figura R23d).
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Tanto por el lado estromal (Figura R23a y b) como epitelial sin descelularizar
(Figura R23e y f), la monocapa de queratinocitos se adhirié pero los queratinocitos se
dispusieron de manera desorganizada y a la semana de cultivo se vieron signos de
apoptosis pudiéndose observar como se empezaban a desprender la monocapa de
gueratinocitos (Figura R23ey f).
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Figura R23: Cultivo de los queratinocitos sobre el lado estromal y sobre el lado epitelial descelularizado
o el epitelial sin descelularizar de la MA después de una semana de cultivo en una zona representativa.
Andlisis histoquimico con H-E de la estructura de la MAy de los queratinocitos que crecen sobre ella (a, c
y e). Analisisinmunohistoquimico paradetectar la expresion de CK en los queratinocitos (b, d y f). 400X.
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3.2.2.Desarrollo de un equivalente de piel in vitro con la Membrana Amniotica
como soporte

Una vez concluido que el mejor tratamiento para descelularizar la MA fue el de 1%
T/E a 37°C durante 30 min y la idoneidad de la MA como soporte sembrando
fibroblastos por el lado estromal y queratinocitos por el lado epitelial de la MA
descelularizada, procedimos a la sintesis de un equivalente de piel in vitro, utilizando
estas condiciones.

El equivalente obtenido se cultivé en presencia de MQ, el tiempo suficiente para
que las células pudiesen alcanzar la confluencia. Con el uso del método sumergido, es
decir, totalmente cubierto del medio de cultivo, pudimos obtener un equivalente de piel
en una semana.

Los cultivos primarios de fibroblastos sembrados sobre la MA alcanzaron la
confluencia a los 5-6 dias. Las células tenian una elevada capacidad proliferativa y
mostraron citoplasmas fusiformes con delgadas y largas proyecciones tipica morfologia
de fibroblastos (Figura R24a). Los cultivos primarios de los queratinocitos sembrados
sobre la MA al primer dia mostraron morfologia de huso ancho y corto, y las colonias de
células proliferaron y las colonias celulares proliferaron y se vieron a los 3-4 dias. Estas
células tenian morfologia poligonal con nucleos centrados y redondos y se distribuyeron
en empalizada alcanzando la confluencia a los 7 dias (Figura R24b).

Después de una semana de cultivo sumergido, los equivalentes de piel in vitro
exhibieron buena morfologia con buenas propiedades mecdnicas tales como la
flexibilidad, haciendo posible su facil manipulacion sin la separacién de la epidermis de
la dermis.

Figura R24: Morfologia celular del equivalente de piel in vitro después de una semana de cultivo en una
zona representativa. Los fibroblastos se encontraron en el lado estromal (a) y los queratinocitos en el
lado epitelial (b) de la MA descelularizada. 100X.
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Estas propiedades se demostraron por analisis histoquimicos e
inmunohistoquimicos del equivalente de piel sintetizado.

La tincidon H-E mostré una estructura del equivalente de piel con la presencia en
la parte superior de la MA con los queratinocitos formando una especie de epidermis y
en la inferior los fibroblastos, formando una especie de dermis (Figura R25a). Los
analisis inmunohistoquimicos confirmaron la presencia de CK en la epidermis (Figura
R25b) y las células basales expresaron K14 (Figura R25c). No existié un estrato
suprabasal como se pudo comprobar por la ausencia de expresién de K10, marcador
tardio de diferenciacion para los queratinocitos (Figura R25d). Las células que
expresaron p63 fueron las células madre epidermales que se encontraron sobre la
membrana basal (Figura R25e). Estas células no expresaron Ki67, por tanto, parece que
no se encontraban en estado de proliferacion (Figura R25f) pudiendo deberse a que se
encuentraban en un estado quiescente al llegar a la confluencia.

Los fibroblastos se infiltraron en la MA y sintetizaron fibras de colageno, como se
pudo ver mediante la inmunohistoquimica detectando la expresién de vimentina (Figura
R25g).

La membrana basal, importante para la adhesion de los queratinocitos a la MA,
permanecié intacta como indicé la expresion de laminina observada por
inmunofluorescencia (Figura R25h).
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Figura R25: Analisis histolégico de un equivalente de piel in vitro representativo cultivado durante una
semana. Analisis histoquimico con H-E (a). Analisis inmunohistoquimico para detectar la expresion de CK

(b), K14 (c) K10 (d), p63 (e), Ki67 (f) y vimentina (g). Analisis de immunofluorescencia para detectar la
expresionde laminina(h).400X (a—g) y 200X (h).
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B. INJENIERIA TISULAR DEL SISTEMA NERVIOSO

1. Obtencion y caracterizacion de gelatina de Wharton de los Cordones

Umbilicales

Se obtuvieron 22 CU a partir de donantes con una edad media de 37,06+3,03
anos. El didmetro fue de 1-1,5 cm vy la longitud media fue de 17,13+10,80 cm (Figura
R26a).

El analisis histoquimico con la tincion de H-E nos mostré una capa de células
epiteliales en la superficie de los CU (Figura R26d) y en el interior se pudieron ver dos
arterias (Figura R26b) y una vena (Figura R26c) en una matriz circundante de tejido
conjuntivo mucoso (gelatina de Wharton) (Figura R26e yf).
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Figura R26: CU. Fotografia de una seccion transveral de un CU (a). Andlisis histoquimico con la tincidn de
H-E que muestra las siguientes estructuras: arteria (b) vena (c), epitelio (d), interfase gelatina de Wharton-

vena (e) y el estroma de |la gelatina de Wharton (f). 40X (b- f).
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La gelatina de Wharton estd constituida por células tipo fibroblasto, las CMMGW,
embebidas en una sustancia amorfa rica en GAG (Figura R27a) y PG (Figura R27b). El
componente fibrilar mds abundante del estroma intercelular dispuestas en haces
gruesos ondulados son las fibras de colageno (Figura R7c), mientras que las fibras
eldsticas estan ausentes (Figura R27d).

Figura R27: Gelatina de Wharton de CU. Andlisis histoquimico con las tinciones de azul alcidan para
mostrar los GAG (a), safranina O para los PG (b), tricrémico de Masson para las fibras de colageno (c) y
hematoxilina de Verhoeff paralas fibraselasticas (d). 400X.
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2. Localizacion, aislamiento, caracterizacion y potencial de diferenciacién de las
CMEA, CEAy CMMGW

2.1. Localizacion de las células en sus correspondientes tejidos
2.1.1.Localizacién de las CMEA y las CEA en la Membrana Amnidtica

El analisis por inmunofluorescencia de la expresién del antigeno vimentina
permitié localizar a las CMEA en el estroma mientras que la expresion del antigeno CK
permitié localizar a las CEA en el epitelio de la MA (Figura R28).

Figura R28: Immunolocalizacion de las CMEA y de las CEA en la MA en fresco. Analisis de
immunofluorescencia para detectar la expresion de vimentina en las CMEAy CK en las CEA. 200X.

2.1.2. Localizacion de las CMMGW en la gelatina de Wharton

El empleo de los anticuerpos que detectan la expresion del antigeno colageno

tipo | (Figura R29a) y fibronectina (Figura R29b) permitio localizar a las CMMGW en la
gelatina de Wharton.
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Figura R29: Immunolocalizacion de las CMMGW en la gelatina de Wharton del CU. Andlisis

immunohistoquimico para detectar la expresion de colagenotipo | (a) y fibronectina (b). 100X.
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2.2. Aislamiento y caracterizacion morfolégica

Las CMEA y CEA se aislaron de la MA mediante una digestion mecanica seguida
por digestiones enzimaticas y las CMMGW se aislaron del CU por el método del
explante. En ambos protocolos se valord la presencia de células con capacidad de
adhesion a los frascos y placas de cultivo.

2.2.1. CMEAy CEA

En el caso de las MA, para el aislamiento de las células se utilizaron en fresco (no
criopreservadas) para el aislamiento de las células. La primera poblacién de células
aisladas mediante la digestion enzimatica con colagenasa presentd una morfologia en
forma de huso con extensiones citoplasmaticas que crecieron de forma individual
poseyendo una forma irregular y protusiones celulares prominentes. Estas se
consideraron las CMEA derivadas del mesodermo embrionario (Figura R30ay d).

La segunda poblacion de células aisladas de la MA mediante la digestion
enzimatica con T/E consistid en células poliédricas de pequefio tamafio que crecieron en
poblaciones dispersas en empalizada con la tipica forma de las células y unidas
mediante contactos intercelulares epiteliales (Figura R30b y e). Estas se consideraron las
CEA derivadas del ectodermo extraembrionario.

2.2.2. CMMGW

Con el método del explante se consiguié aislar una poblacion bastante
homogénea de células sin tener que utilizar un tratamiento enzimatico que podria dafiar
a las células. En los espacios entre los explantes se visualizaron las células de la gelatina
de Wharton que se desplazaron hacia el exterior de éstos después de 4-5 dias,
exhibiendo forma plana y morfologia poligonal. En ese momento, los trozos de los CU se
eliminaron y el medio se reemplazd, quedando las células adheridas a la placa. Después
de 10 dias de cultivo las células aumentaron de tamafio y mostraron una apariencia
similar a los fibroblastos, con forma fusiforme y extensiones citoplasmaticas dispuestas
en paralelo, alcanzando el 80% de confluencia (Figura R30c y f). En ese momento, se
digirieron con T/E y se subcultivaron en una superficie 2 veces mayor a la inicial,
alcanzando un 90% a 95% de confluencia aproximadamente a los 5 dias.
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Figura R30: Cultivos in vitro de las CMEA y CEA obtenidas a partir de MA y de las CMMGW obtenidas a
partir del CU a los 10 dias. Imagenes de microscopia invertida de contraste de fases de la morfologia
fibrobldstica de las CMEA (a) y de las CMMGW (c) y de la forma poliédrica de las CEA (b). Detalle de la
morfologia de una CMEA (d) y de una CMMGW (f). Detalle de las uniones intercelulares que se forman
entre las CEA (e). 100X (a-c)y 400X (d-f).

2.3. Caracterizaciéon inmunocitoquimica, pureza y rendimiento tras la obtencion
de las CMEA, CEAy CMMGW

Mediante inmunocitoquimica se identificé que las células aisladas a partir de la
MA con colagenasa fueron las CMEA por la expresion vimentina (Figura R31d) y la
ausencia de expresion de CK (Figura R31a). Al contrario sucedid con las células aisladas
en segundo lugar con T/E que se identificaron como las CEA que expresaron CK (Figura
R31b) pero no vimentina (Figura R31e).

Cuando se caracterizaron las CMMGW se observd que éstas al igual que las
CMEA son células mesenquimales y expresaron vimentina (Figura R31f) pero no CK
(Figura R31c).

La pureza en los tres tipos celulares resulté en mas del 95%.
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CMEA CEA CMMGW

CK

Vimentina

Figura R31: Caracterizacion inmunocitoquimica y pureza de las CMEA, CEA y CMMGW. Andlisis
inmunocitoquimico para detectar la expresion CK en las CMEA (a), CEA (b) y CMMGW (c) o vimentina en
las CMEA (d), CEA (e) y CMMGW (f) tras su obtencion. 400X.

Se realizaron estudios cuantitativos de las poblaciones obtenidas, para
determinar el rendimiento en funcién de la masa de las MA procesadas y de la longitud
de los CU. Para ello, se procedio al contaje de las células adheridas a los frascos o placas
de cultivo tras 24 h en el caso de las CMEA y CEA y tras 48 h en los CU después de
eliminar el explante, utilizando el colorante vital azul tripan.

En el caso de las MA se obtuvo un rendimiento de 2x10°+2,5x10° CMEA/g de MA
y 6x10°+ 4,5x10° CEA/g de tejido y en cuanto a los CU se obtuvo un rendimiento de
5x10* CMMGW/cm.
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2.4. Potencial de diferenciacion de las CMEA, CEA y CMMGW al linaje
mesodérmico

Las CMEA, CEA y CMMGW aisladas se cultivaron en condiciones especificas para
llevar a cabo los ensayos de diferenciacién durante 21 dias de cultivo en medio control
(DMEM con un 10% de SBF) o en medio de induccién adipogénico, osteogénico o
condrogénico, respectivamente.

Diferenciacidon adipogénica

La diferenciacién adipogénica se evalué mediante la tincién Qil Red O. Las células
fueron 3-4 veces mas grandes que antes de la induccién, con numerosas células
multinucleadas conteniendo en su citoplasma vacuolas lipidicas positivas (Figura R32
recuadro). La positividad para la tincion Oil Red O se caracterizd por la presencia
citoplasmatica de estas vacuolas adipociticas en los tres tipos celulares CMEA (Figura
R32a), CEA (Figura R32b) y CMMGW (Figura R32c), aunque en el caso de las CEA,
aparecieron en menos cantidad, posiblemente por su menor diferenciacién. Las células
cultivadas con el medio control no mostraron estos depdsitos lipidicos (Figura R32d-f).
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Figura R32: Diferenciacion adipogénica de las CMEA, CEA y CMMGW después de 21 dias en medio
adipogénico. Tincion de Oil Red O para detectar la presencia de gotas lipidicas en las CMEA (recuadro:
célula multinucleada) (a), en las CEA (b) y en las CMMGW (c) después de la diferenciacién comparadas con
las CMEA (d), CEA (e) y CMMGW (f) cultivadas en el medio control.200X (a- c)y 400X (d- f).
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Diferenciacidén osteogénica

El potencial de diferenciacién osteogénico tanto de las CMEA como de las CEAy
CMMGW se evalué mediante la tincidn de rojo alizarina que tifié los depdsitos de calcio.
Las células fueron 2-3 veces mas grandes que antes de la induccion. Tanto las CMEA
(Figura R33a) como las CEA (Figura R33b) y las CMMGW (Figura R33c) presentaron estos
depdsitos de calcio sin embargo, se pudo ver que las CEA fueron las células que mas se
diferenciaron y las CMEA y CMMGW las que menos. Las células con el medio control no
mostraron estos depdsitos de calcio (Figura R33d-f).

CMEA CEA CMMGW
w m¥ N
o] ]
17 b
8 .
o) By 2
ot
7]
(]
©
=
T
d e f
ol .
2|7 ) ‘
?D 2 Y . EY
() 3 - \
[ = N ;
5 * " ‘
S S » -
Q .
U .
e - 5 h * .

Figura R33: Diferenciacion osteogénica de las CMEA, CEA y CMMGW después de 21 dias en medio
osteogénico. Tincién de rojo alizarina para detectar la presencia de depdsitos de calcio en las CMEA (a),
en las CEA (b) y en las CMMGW (c) después de la diferenciacién comparadas con las CMEA (d), CEA (e) y
CMMGW (f) cultivadas en el medio control. 200X (a- ¢)y 400X (d- f).

Diferenciacion condrogénica

El potencial de diferenciacién condrogénico tanto de las células CMEA como de
las CEA y de las CMMGW se evalud tras la formacion de micromasas mediante la tincion
de azul de toluidina para identificar los PG sulfatados y mediante inmunohistoquimica
para detectar la expresién de colageno tipo Il caracteristico del cartilago articular. Tanto
las CMEA (Figura R34a) como las CMMGW (Figura R34c) mostraron capacidad de
formacién de micromasas mds ovaladas, en la que se generd una zona periférica celular
y con poca presencia de MEC, y una zona central con mayor cantidad de MEC sintetizada

por las células. Sin embargo, las micromasas procedentes de las CEA (Figura R34b)
adquirieron una forma redondeada, con la zona periférica con pocas células y la zona
central con mayor cantidad de MEC sintetizada. Las micromasas con el medio control no
las pudimos analizar porque se deshacian.
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Micromasa a Micromasa a Micromasa a
partir de CMEA partir de CEA partir de CMMGW

Colageno tipo Il

Figura R34: Morfologia de una micromasa representativa formada a partir de cada tipo celular. Andlisis
inmunohistoquimico para detectar la expresién de coldgeno tipo Il en las micromasas formadas a partir de
CMEA (a), de CEA (b) y de CMMGW (c). 40X.

Las micromasas procedentes de las CEA (Figura R35b y e) no mostraron tantos

PG sulfatados ni colageno tipo Il como las micromasas que procedian de las CMEA
(Figura R35ay d) y de las CMMGW (Figura R35c y f).

Micromasa a Micromasa a Micromasa a partir de
partir de CMEA partir de CEA CMMGW

Azul Toluidina

Figura R35: Diferenciacion condrogénica de las CMEA, CEA y CMMGW después de 21 dias en medio de
induccion condrogénico en una micromasa representativa. Tincién de azul de toluidina para detectar la

presencia de PG sulfatados en las CMEA (a), en las CEA (b) y en las CMMGW (c). Analisis
inmunohistoquimico para detectar la expresion de coldgeno tipo Il en las CMEA (d), CEA (e) y CMMGW (f)
en las seccionesdelas micromasas después dela diferenciacion. 400X.
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3. Diferenciacién de las CMEA, CEA y CMMGW hacia células similares a células
nerviosas

Para determinar si las CMEA, CEA y CMMGW se podian diferenciar a células
nerviosas, se cultivaron en el medio de induccién neural durante 21 dias, y se analizaron
tanto morfolégica como antigénicamente.

Los cambios morfolégicos en los tres tipos celulares se hicieron rapidamente
evidentes después de 4 dias en cultivo. El citoplasma se retrajo hacia el nucleo
formando un anillo contractil alrededor del cuerpo celular y se generaron extensiones
desde el cuerpo celularsimilares a las encontradas en las neuronas (Figura R36a-c).

Al final de la diferenciacion, a los 21 dias, los tres tipos celulares se parecieron a
células similares a neuronas, con cuerpos retractiles, largos procesos y la formacion de
estructuras similares a redes neuronales. La presencia de estructuras granulares
similares a los cuerpos de Nissl se observaron en estas células (Figura R36e y f flecha).

En contraste a estos resultados, los controles de la diferenciaciéon neurogénica
llevados a cabo en el medio control DMEM con 10% de SBF y 1% de P/E, no presentaron

la morfologia de neuronas sino que mantuvieron la morfologia original (Figura R36 g-i).

CMEA CEA CMMGW

21 dias 4 dias

Control

Figura R36: Diferenciacion in vitro de las CMEA, CEA y de las CMMGW hacia células similares a células
nerviosas. Imagenes de microscopia invertida de contraste de fases de la morfologia de las CMEA (a), CEA
(b) y de las CMMGW (c) cultivadas con medio de induccion neural a los 4 dias de cultivo. Al final del
cultivo (21 dias) las CMEA (d), CEA (e) y CMMGW (f) desarrollaron extensiones similares a las de las
neuronasy células gliales queno sevieron cuando se cultivaron con el medio control (g-i). 400X.
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Para testar la posible expresidon de antigenos de neuronas, células gliales y
precursores neuronales y gliales en las células diferenciadas a células similares a células
nerviosas, se realizé el analisis por inmunofluorescencia (n=3). Los resultados mostraron
gue la mayoria de las CMEA, CEA y CMMGW se diferenciaron a células similares a
células nerviosas pues expresaron marcadores de estas células después de 21 dias de
cultivo en el medio de induccion.

*NF

Los 3 tipos celulares obtenidos expresaron NF (marcador de neuronas) cuando
las cultivamos en el medio control CMEA=25,58+4,1%, CEA=13,20+7,54% vy
CMMGW=34,9216,35% (Figura R37a-c). Después de la induccion las expresiones fueron
de CMEA=57,2+11,77%, CEA=82,51+8,54% y CMMGW=74,82+5,03% (Figura R37d-f).

CMEA CEA CMMGW

Control

dif céls nerviosas

Figura R37: Analisis de la diferenciacién in vitro de las CMEA, CEA y de las CMMGW hacia células
similares a células nerviosas con el marcador NF en una zona representativa. Andlisis de
inmunofluorescencia para detectar la expresion de NF en las CMEA (a), CEA (b) y de las CMMGW (c)
cultivadas en medio control como después de cultivarlas con el medio de inducciéon neural durante 21 dias
de las CMEA (d), CEA (e) y CMMGW (f). Nucleos tefiidos con DAPI. 200X.
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*GFAP

Los 3 tipos celulares obtenidos expresaron GFAP (marcador de astrocitos)
cuando las cultivamos en el medio control CMEA=26,47+5,88%, CEA=18,33+6,30% vy
CMMGW=35,29+4,12% (Figura R38a-c). Después de la induccion las expresiones fueron
de CMEA=55,44+24,94%, CEA =53,66126,85% y CMMGW=52,24+23,99% (Figura R38d-f).

CMEA CEA CMMGW

Control

dif céls nerviosas

Figura R38: Andlisis de la diferenciacion in vitro de las CMEA, CEA y de las CMMGW hacia células
similares a células nerviosas con el marcador GFAP en una zona representativa. Andlisis de
inmunofluorescencia para detectar la expresién de GFAP en las CMEA (a), CEA (b) y de las CMMGW (c)
cultivadas en medio control como después de cultivarlas con el medio de induccién neural durante 21 dias
de las CMEA (d), CEA (e) y CMMGW (f). Nucleos teiiidos con DAPI. 200X.
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* NGFR

Los 3 tipos celulares obtenidos expresaron NGFR (marcador de neuronas) cuando
las cultivamos en el medio control CMEA=25,1+2,3%, CEA=33,3416,31% vy
CMMGW=20,98+7,32% (Figura R39a-c). Después de la induccion las expresiones fueron
de CMEA=43,28+21,6%, CEA=67,12+19,11% y CMMGW=91,73+1,08% (Figura R39d-f).

CMEA CEA CMMGW

Control

dif céls nerviosas

Figura R39: Anadlisis de la diferenciacién in vitro de las CMEA, CEA y de las CMMGW hacia células
similares a células nerviosas con el marcador NGFR en una zona representativa. Andlisis de
inmunofluorescencia para detectar la expresién de NGFR en las CMEA (a), CEA (b) y de las CMMGW (c)
cultivadas en medio control como después de cultivarlas con el medio de induccion neural durante 21 dias
de las CMEA (d), CEA (e) y CMMGW (f). Nucleos tefiidos con DAPI. 200X.
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*$100

Los 3 tipos celulares obtenidos expresaron S100 (marcador de células gliales)
cuando las cultivamos en el medio control CMEA=34,48+2,71%, CEA=15,3814,62% vy
CMMGW=21,22+3,23% (Figura R40a-c). Después de la induccion las expresiones fueron
de CMEA=39,5310,97%, CEA=63,82+1,87% y CMMGW=83,29+3,66% (Figura R40d-f).

CMEA CEA CMMGW

Control

dif céls nerviosas

Figura R40: Analisis de la diferenciacién in vitro de las CMEA, CEA y de las CMMGW hacia células
similares a células nerviosas con el marcador S100 en una zona representativa. Andlisis de
inmunofluorescencia para detectar la expresion de S100 en las CMEA (a), CEA (b) y de las CMMGW (c)
cultivadas en medio control como después de cultivarlas con el medio de induccién neural durante 21 dias
de las CMEA (d), CEA (e) y CMMGW (f). Nucleos teiiidos con DAPI. 200X.
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* Vimentina

Los 3 tipos celulares obtenidos expresaron vimentina cuando las cultivamos en el
medio control (marcador de precursores neuronales y gliales) CMEA=76,9213,07%,
CEA=4,47+7,61% y CMMGW=78,04+4,87% (Figura R41a-c). Después de la induccion las
expresiones fueron de CMEA=92,39+2,86%, CEA=59,7745,71% y CMMGW=96,8+0,25%
(Figura R41d-f).

CMEA CEA cCMMGW

Control

dif céls nervinsas

Figura R41: Anadlisis de la diferenciacién in vitro de las CMEA, CEA y de las CMMGW hacia células
similares a células nerviosas con el marcador vimentina en una zona representativa. Analisis de
inmunofluorescencia para detectar la expresion de vimentina en las CMEA (a), CEA (b) y de las CMMGW (c)
cultivadas en medio control como después de cultivarlas con el medio de induccién neural durante 21 dias
de las CMEA (d), CEA (e) y CMMGW (f). Nucleos tefiidos con DAPI. 200X.

Estadisticamente (prueba ANOVA) existen diferencias significativas entre las
células similares a células nerviosas desde los 3 tipos celulares respecto a la expresion
de NF (p<0,01), NGFR (p<0,01), S100 (p<0,05) y vimentina (p<0,01), pero no existen
diferencias significativas en la expresion de GFAP (p>0,05).
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4. Proliferacion de las CMEA, CEA y CMMGW diferenciadas a células similares a
células nerviosas

Se utilizé el ensayo colorimétrico MTT para analizar la capacidad proliferativa de
las células similares a células nerviosas obtenidas tras el proceso de induccion. Para ello,
se cultivaron con el medio de cultivo comercial especifico para neuronas, Quantum
286+G5 solamente (cuando lo usamos como control positivo) o anadiendo varias
concentraciones del medio condicionado por la MA. Los resultados mostraron que las
CMEA diferenciadas a células similares a células nerviosas mostraron gran proliferacidn,
en presencia de todos los medios testados, aunque el mejor medio fué el medio
comercial neuronal (0,2357+0,0158 DO); pero sin diferencias significativas (p>0,05;
prueba U-Mann Whitney) con el medio condicionado de la MA al 75%. Para las células
diferenciadas desde las CEA, la mejor condicién para la proliferacién fue el medio
condicionado de la MA al 75% (0,1158+0,0051 DO, p>0,05) y para las células
diferenciadas desde las CMMGW fue el medio condicionado de la MA al 100%
(0,1215+0,0142 DO, p>0,05), pero otra vez ambos no presentan diferencias significativas
comparado con el medio neural comercial (Figura R42).

ENSAYO DE PROLIFERACION MTT
0,300 -
0,250 -

0,200 - B CMEAdIfCELULAS NERVIOSAS

.
0,150 - I T
. I B CEAdifCELULAS NERVIOSAS
0,100 - . . -
0.050 | - - CMMGWAdifCELULAS
! .* NERVIOSAS
0,000 -

CONTROL DMSO 25% 50% 75% 100%

Abs (570 nm)

Figura R42. Analisis de la proliferacion celular con MTT (n=5). Se representan las medias y la desviacion

tipica de los valores.

5. Desarrollo de un equivalente de tejido nervioso con la Membrana Amniotica
como soporte (modelo invitro)

Para sintetizar el equivalente de tejido nervioso, se descongelaron los parches de
MA, se descelularizaron con 1% de T/E a 379C durante 30 min y se colocaron en los
dispositivos Cell Crown™ con la membrana basal del lado epitelial hacia arriba.

Cuando las CMEA, CEA y CMMGW diferenciadas a células similares a células
nerviosas se sembraron de forma independiente sobre la MA descelularizada (Figura
R43a), los tres tipos celulares se adhirieron a la membrana basal de ésta y crecieron
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sobre ella (Figura R43b-d). En cultivo, las células similares a células nerviosas
procedentes de las CMEA (Figura R43b) y CMMGW (Figura R43d) colonizaron mas
rdpidamentes a través de sus extensiones la MA que las células diferenciadas
procedentes de las CEA (Figura R43c). Las células diferenciadas desde las CEA tienen una
morfologia mas redondeada con pocas extensiones.

6. Analisis histologico del equivalente de tejido nervioso in vitro

Las secciones longitudinales de los bloques de parafina correspondientes a cada
una de los equivalentes se tifieron con colorantes propios de tejidos nerviosos, tales
como azul de toluidina y la tincién de Bielchowsky. Los resultados demostraron que el
soma de las células similares a células nerviosas se localizé sobre la membrana basal y
los cuerpos de Nissl se encontraron en los somas de estas células, en cantidades
similares en las células diferenciadas procedentes de las CMEA y CEA como de las
CMMGW (Figura R43f-h). La tincion de Bielchowsky tifid los axones de las células
nerviosas mostrando que los axones estaban sobre la membrana basal, pero también
integrados en el estroma de la MA (Figura R43j-m). Algunos axones se pudieron ver
transversalmente (Figura R43j flecha).

MA+CMEA difa células MA+CEA difa células MA+CMMGW dif a células
similares acélulas similares acélulas similares acélulas
Control nerviosas nerviosas nerviosas
© »n
=8
tE
Q> CJ<
T CT
cg oS
hale
© O g
EQ LT
=35
S 3
€Eo

Tincién de Azul
de Toluidina

Tincién de
Bielchowsky

Figura R43. Andlisis histolégico de las CMEA, CEA y CMMGW diferenciadas a células similares a células
nerviosas sobre la MA descelularizada en una zona representativa. Imagenes de microscopia invertida
de contraste de fases de la MA descelularizada (a) y de la MA con las células diferenciadas desdelas CMEA
(b), CEA (c) y desde CMMGW (d). Analisis histoquimico conla tincién de azul de toluidina del tejido control
(cerebro; e) y de la MA con las células diferenciadas procedentes de las CMEA (f), CEA (g) y de las
CMMGW (h) y con la tincion de Bielchowsky del tejido control (cerebro; I) y de la MA con las células

diferenciadas procedentes de las CMEA (j; flecha: axdn transversal), CEA (k) y de las CMMGW (I). 200X (a-
d) y 400X (e-l).
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Discusion
La Medicina Regenerativa es un campo relativamente nuevo de la biomedicina
basado en la generacién de sustitutos bioldgicos para mejorar la funcion de los tejidos
que abarca tanto la Terapia Celular como la Ingenieria Tisular (Toda et al., 2007). La
Ingenieria Tisular es un campo cientifico interdisciplinar que se basa en el uso
combinado de soportes y cultivos celulares (Lohmeyer et al., 2011). Su propésito es
reparar o si es posible regenerar las funciones bioldgicas del tejido dafiado (de la
Puente et al., 2011) sintetizando un adecuado equivalente del tejido en cuestion
(Lohmeyer et al., 2011) a través de tres componentes criticos: 1) células madre o
diferenciadas; 2) un soporte biocompatible para el cultivo de dichas células y 3)
factores de crecimiento y/o diferenciacién (de la Puente et al., 2011; Toda et al., 2007).
En este trabajo nos hemos centrado en analizar el posible uso de la Ingenieria
Tisular aplicada a la piel y al sistema nervioso para analizar nuevas vias e intentar
lograr regenerar la funcién de estos tejidos.

A. INGENIERIA TISULAR DE LA PIEL

La Medicina Regenerativa aplicada a la piel surgié como terapia experimental
para el tratamiento de las heridas principalmente a raiz de la necesidad critica de lograr
una rapida cobertura permanente para las quemaduras extensas. Hasta entonces, el
tratamiento estandar de las quemaduras severas se basaba en el injerto de piel
obtenida de una zona no dafiada del cuerpo del propio paciente (autoinjerto). Este sigue
siendo el método de eleccidon siempre y cuando el dafio no sea demasiado extenso y el
paciente disponga de suficiente piel sana. Sin embargo, este procedimiento es lento y da
como resultado una piel con un efecto cosmético muy deficiente en el sitio de la
guemadura debido a que, para expandir su superficie 3-4 veces, la piel procedente del
sitio donante se somete a mallado y estiramiento, ademas de que se puede infectar el
sitio lesionado, existe un elevado gasto quirdrgico, morbilidad adicional y puede haber
fallos en los injertos. Por otra parte, este método es dificil de aplicar en pacientes con
guemaduras en mas del 50% de la superficie corporal por los limitados sitios donantes
(Macri y Clark, 2009) y se crean lesiones adicionales (Zhang y Fu, 2008).

Ante este problema, Rheinwald y Green, (1975) empezaron a trabajar en el
cultivo de queratinocitos desarrollando laminas de epitelio a partir de éstos como
tratamiento alternativo para los pacientes con pérdida de piel. Este procedimiento
permitié expandir a los queratinocitos aproximadamente 10.000 veces su numero
inicial. Asi, 2 cm? de piel de un sitio donante es suficiente para cubrir una superficie
corporal de 2m?, lo que constituye una de las bases fundamentales del interés clinico en
los sustitutos epidérmicos (Velasquez et al., 2008). Esto supuso un gran avance en el
tratamiento de los grandes quemados, reduciendo la mortalidad desde un 48% a un
14% (Currie et al., 2001). Esta técnica de expansidon de queratinocitos in vitro propuesta
por Rheinwald y Green, (1975) requiere que la [dmina de epitelio esté confluente antes
de despegarla, por lo que, la utilizacién de la dispasa, una proteasa capaz de desprender
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la ldmina entera del frasco de cultivo, constituyd un importante avance técnico que
convirtié en una realidad clinica el injerto de estas ldminas (Jorcano, 2009).

Sin embargo, desde una perspectiva clinica, estas ldaminas de epitelio presentaban
dificultades relacionadas con el elevado tiempo de cultivo de los queratinocitos que se
requiere, durante el cual los pacientes podrian empeorar; con la elevada fragilidad que
los injertos de estas laminas de epitelio poseen en ausencia del componente dérmico;
con la pobre tasa de injerto (entre 15 al 70%) (Currie et al.,, 2001) y con la
ultraestructura anormal de la UDE, esencial para la homeostasis, la organogénesis de la
piel y su regeneracién (Li et al., 2012), que causa la formacién de ampollas y genera
contracturas (Svensjo et al., 2002; Velasquez et al., 2008). Por ello, se hizo evidente la
necesidad de un sistema de reemplazo cutdneo mas robusto y que se pareciese mas a la
estructura de la piel para mejorar la calidad de la epidermis y acelerar la regeneracion
(Svensjo et al., 2002).

Las técnicas de Ingenieria Tisular que se aplican actualmente en la reparacién
de la piel dafiada en pacientes con diferentes patologias generalmente incluyen la
reconstruccion de la piel in vitro mediante el aislamiento de los queratinocitos de la
epidermis y de los fibroblastos de la dermis y su expansién a partir de técnicas de
cultivo especificas incluyendo la construccién de una matriz o soporte para el
desarrollo adecuado de estas células. En base a ello, en esta tesis nos planteamos
analizar por un lado la busqueda de nuevos medios para favorecer el cultivo de las
células de estos equivalentes en condiciones mas seguras y eficaces para su posible
aplicacion en la clinica, y por otra comprobar dos posibles alternativas como soporte
para la obtencién de los equivalentes de piel: la matriz de fibrina sintetizada con
plasmay el uso de la MA.

1. Obtencidn del medio de cultivo adecuado para la expansion de los cultivos
primarios de las células y de los equivalentes de piel

Las células de los equivalentes de piel se obtuvieron a partir de pequenas
biopsias de piel, utilizando al igual que otros grupos (Llames et al., 2004; Arvelo et al.,
2004) la colagenasa para optimizar la obtencién de fibroblastos y posteriormente una
digestién con T/E para aislar los queratinocitos. La ultima suspension celular obtenida
normalmente contenia aln cierta cantidad de fibroblastos dérmicos, sin embargo,
éstos no nos entorpecieron el cultivo de los queratinocitos. Este método permitié la
obtencién de queratinocitos y fibroblastos autélogos que son necesarios para evitar el
rechazo inmune una vez injertado el equivalente de piel. Aunque existen estudios que
comprobaron que los fibroblastos alogénicos en las Ulceras venosas no mostraron
evidencias de rechazo inmunoldgico en los pacientes, debido seguramente a que las
células presentadoras de antigenos como las células de Langerhans se pierden
gradualmente durante los cultivos in vitro de los queratinocitos y fibroblastos (Wong et
al., 2007), estudios recientes demuestran, sin embargo, el beneficio de los fibroblastos
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autdlogos en la reparacion de las heridas en términos de funcionalidad y resultados
estéticos (Llames et al., 2006; Svensjo et al., 2002).

Nuestros resultados mostraron que la edad de los donantes de las biopsias de
piel empleadas como fuente de células es un parametro que influye mucho en la
extraccion y en la capacidad de proliferacion de las células obtenidas, ya que a partir
de las biopsias procedentes de donantes mdas jévenes pudimos extraer un mayor
nimero de células que se expandieron a una mayor velocidad que a partir de las
muestras procedentes de donantes que tenian mas edad. Estos resultados fueron
similares a los ya observados por Llames et al., (2004). Se sabe que la vida media de los
queratinocitos declina con la edad sugiriendo diferencias intrinsecas en el potencial de
crecimiento de las células madre y la proporcion de las células diferenciadas
terminalmente entre los pacientes mas jovenes y los mas mayores (Papini et al., 2003).

Nuestro primer objetivo fue obtener el medio de cultivo més adecuado para el
cultivo de estas células y que al mismo tiempo fuese seguro para su posible aplicacion
en clinica. Hasta la fecha, el cultivo de queratinocitos se realizaba con un medio que
llevaba varios factores de crecimiento entre ellos la toxina colérica, sin embargo,
nosotros quisimos estudiar su posible eliminacidon durante todo el proceso del cultivo
debido a que es una toxina obtenida de una bacteria y por tanto, no aconsejable para
su aplicacidon en humanos. Para ello, comparamos la proliferacion de los queratinocitos
en el MQ en presencia o ausencia de la toxina y observamos que aunque a los 4 dias
los queratinocitos proliferaban mejor con el MQ en presencia de toxina, al cabo de 10
dias el MQ sin toxina fue con el que mejor resultados obtuvimos, lo que indica que la
toxina se puede eliminar del medio de cultivo sin que los queratinocitos pierdan la
capacidad de proliferar. Nuestros resultados de los cultivos primarios in vitro se
correlacionan con los que habia observado en el afio 1981 Kuroki in vivo, cuando utilizd
la toxina colérica en el dorso de la piel de los ratones para comprobar si al igual que in
vitro daba lugar a un aumento de la proliferacion de los queratinocitos. Inicialmente, al
igual que en nuestros experimentos, se produjo una estimulacion mitdtica de los
gueratinocitos basales de la epidermis que mostraron marcados picos a las 24 y 48 h
después de la inyeccion produciendo hiperplasia, incremento progresivo del grosor de
la epidermis desde las 32 h siendo 4-6 veces mayor a los 4 dias y el posterior
decrecimiento adquiriendo el grosor normal a los 7 dias (Kuroki, 1981).

Actualmente para el uso en clinica de los equivalentes de piel es necesario
eliminar no sélo la toxina colérica, sino otros elementos de origen animal como el SBF
y las células alimentadoras 3T3, ya que la persistencia de estas células de origen
murino y residuos de proteinas animales desde el SBF usado en el sistema de cultivo
podria causar rechazo del injerto tardio debido a la respuesta inmune (Mazlyzam et al.,
2007). Por ello, en nuestro trabajo quisimos evaluar también la obtencién y el cultivo
de los cultivos primarios de los queratinocitos con dos medios de cultivo comerciales
especificos para estas células sin estos componentes (07 y 57 EpiGRO™). Sin embargo,
nuestros resultados mostraron que con ambos medios comerciales obtuvimos una
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menor tasa de proliferacion que al utilizar el MQ sin toxina pero en presencia de SBF y
3T3. En un reciente trabajo de Sabapathy et al., (2014) propusieron usar como
alternativa del SBF, lisado de plaquetas humanas en sus cultivos de CMMGW. Asi
Alexaline et al., (2015) lo usaron posteriormente en su cultivo primario de fibroblastos
para sintetizar su equivalente de piel basado en plasma, aunque los cultivos primarios
y secundarios de los queratinocitos los realizaron con el mismo medio que nosotros
(MQ sin toxina). Ademads, utilizaron los fibroblastos humanos obtenidos de la biopsia
como células alimentadoras en lugar de células 3T3 que los irradiaron y con SBF,
requiriendo 20-24 dias para obtener su equivalente.

Por ello, decidimos trabajar con el MQ sin toxina colérica, tanto para los
cultivos primarios como secundarios, obteniendo los mismos resultados en cuanto a
rendimiento celular se refiere que otros investigadores que la incluian en el medio
(Llames et al., 2004; Pellegrini et al., 1999). Ademas, tras la obtencion de los
gueratinocitos de la biopsia y cultivo primario sobre las células 3T3, obtuvimos una
monocapa de células que expresaron CK tras 5 dias de cultivo al igual que en otros
trabajos que si que usaron la toxina colérica para realizar dicho cultivo primario
(Pajoum et al., 2009).

Una vez obtenidos los queratinocitos y los fibroblastos y el medio de cultivo
mds adecuados para los queratinocitos, el siguiente paso fue la obtencion del soporte
del equivalente de piel.

2. Soporte para la proliferacion de las células en los equivalentes de piel

Convencionalmente, los equivalentes de piel se construyen en dos pasos:
primero se amplifican las células, tanto los queratinocitos como los fibroblastos, en un
soporte 2D como una placa o frasco de cultivo y se realizan subcultivos. Estas células
madre se diferencian debido a las repetidas digestiones enzimaticas, por lo que
decrece su actividad proliferativa (Groeber et al., 2011). Ademas, las interacciones
entre las células y entre las células y la MEC son responsables del control de la accion
celular y de la expansion celular en monocapa que los soportes 2D no pueden hacer
frente debido a la relativa complejidad del microambiente in vivo (Groeber et al.,
2012). Se requiere por tanto, un soporte 3D, que proporcione este microambiente. El
cultivo en un sélo paso en soportes 3D amplifica un gran nimero de células madre
para la construccién de equivalente de piel, acortando los tiempos de la construccién y
evitando el posible dafio a las células debido a las repetidas digestiones, mejorando la
adhesion y actividad proliferativa de las células madre, proporcionando una estrategia
y un camino para trasladarlo a la clinica (Taghiabadi et al., 2015a; Ji et al., 2011).
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2.1. Equivalente de piel basado en la utilizacion de plasma humano como
soporte

Una de las alternativas que se han seguido es la sintesis de un equivalente de
piel que incluya el cultivo de los queratinocitos epidérmicos sobre el componente
dérmico, basado este ultimo en la creacién de una estructura 3D o matriz en la que se
encuentren incluidos los fibroblastos (Llames et al., 2004).

Los primeros ensayos clinicos con equivalentes de piel se llevaron a cabo
usando matrices de coldgeno. La razén se debe a que los fibroblastos que proliferan
producen colageno, que es el principal componente de la MEC de la piel en el estadio
final de la curacidn de las heridas (Hojo et al., 2003). Tanto el coldgeno como la fibrina
son estructuras en forma de fibrillas naturales que pueden encapsular a las células y a
los factores de crecimiento. Como soporte, ambos presentan similares efectos en la
proliferacion celular y viabilidad. Cuando se refiere a la curacién de las heridas, la
fibrina presenta mas ventajas porque de forma natural promueve la angiogénesis
(Feng et al., 2013); las moléculas de la MEC provisional tales como la fibronectina y
ciertos productos de degradacion de la fibrina estimulan la expresion de integrina
a5B3 en las células endoteliales induciendo la infiltraciéon celular y la formaciéon de
capilares en el codgulo que en los soportes de coldageno no sucede (Whelan et al.,
2014).

Existen principalmente dos fuentes de fibrina humana: la fibrina de los
pegamentos tisulares comerciales y la fibrina obtenida a partir del plasma.
Actualmente, la primera es la fuente de fibrina cominmente usada.

En un principio Ronfard et al., (1991) y Pellegrini et al., (1999) desarrollaron la
técnica de cultivar laminas de queratinocitos autélogos del mismo modo que
Rheinwald y Green, (1975) pero sobre el pegamento tisular comercial de fibrina in vitro
manteniendo la matriz de fibrina durante 15 dias, probablemente por el uso de
aprotinina que evita su destruccion. Los beneficios se hicieron evidentes en los
modelos animales de ratdn cuando se pulverizd el lecho de la herida con el pegamento
tisular comercial de fibrina antes de la deposicién de la lamina de queratinocitos
comparado con el grupo control en el cual no se utilizd, observando una semana
después del trasplante, que el porcentaje de injerto fue superior. Por lo tanto, esta
técnica facilitdé la manipulacién de las [dminas de queratinocitos que hasta ahora eran
muy fragiles (Kaiser et al., 1994) aumentando la tasa de injerto en un 20% (Currie et
al., 2001). El problema derivado del empleo de los pegamentos tisulares comerciales
es la necesidad de emplear multiples unidades de crioprecipitados de fibrindgeno y
fibronectina de donantes combinados con varios factores para obtenerlos.

El uso de plasma como fuente de fibrina en lugar de fibrina derivada de los
pegamentos tisulares comerciales, representa una gran ventaja ya que el plasma
solamente requiere la adicidon de calcio para coagular y conseguir la matriz de fibrina,
mientras que con fibrina derivada de la otra fuente es mas laboriosa, consume mas
tiempo y es menos econdmica (Currie et al., 2001). Por todas estas razones, en el
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trabajo presentado en esta tesis, escogimos utilizar el plasma humano para obtener un
soporte y sintetizar el equivalente de piel.

Para ello, usamos plasma sin la necesidad de concentrarlo, simplemente lo
obtuvimos por fraccionamiento directo de la sangre completa, siendo facil de procesar
y pudiendo ser autélogo eliminando el riesgo de transmisién viral. El bajo volumen de
plasma necesario para la sintesis de la matriz de fibrina hace que se puedan preparar
grandes cantidades de equivalentes de piel a partir de un solo paciente o donante.

Otro factor importante en la formacion de la matriz es que esté formado por
una red de poros interconectados, que permitan que las células puedan migrar,
multiplicar y proliferar a través del soporte, y en sentido el fibrinégeno es el factor mas
importante en cuanto a la estructura porosa. Existen estudios para determinar la
mejor formulacion de las matrices de fibrina a partir de fibrina obtenida de los
pegamentos tisulares comerciales, que presenta una concentracién de fibrindgeno
entre 60-115 mg/mL, dando lugar a la elevada fuerza tensil y fuerte adhesidn
(Reinertsen et al., 2014), propiedades que no son esenciales para su uso como soporte.
Para que los queratinocitos y fibroblastos presenten una mejor proliferacion, Sese et
al., (2011) determinaron que las matrices de fibrina sintetizadas a partir de los
pegamentos tisulares comerciales con un rango de concentracion de fibrindégeno (5-34
mg/mL) y una concentracion muy baja de trombina de 1U/mL producen una
proliferacion celular 6ptima para ambos tipos celulares cuando se cocultivan.

Las modificaciones en las concentraciones de fibrindgeno y trombina, ademas
de afectar a la migracién y a la morfologia de las células, afectan a la cinética de
liberacion de los factores de crecimiento desde las matrices de fibrina que estan
particularmente influenciada por la cantidad de entrecruzamientos, la densidad de la
matriz, la composicién y la degradacion. Incrementando el fibrinégeno y trombina se
incrementa la reticulacion y decrece la degradacién y la porosidad. Con respecto a la
migracion, en las matrices con elevada concentracion de fibrindgeno, la migracion de
las células es menor, mientras que en las matrices con concentraciones menores la
migracion es mayor. En cuanto a la morfologia de las células, ésta se altera también
por la concentracién de la fibrina; en matrices con baja concentracién de fibrindgeno,
los tipos celulares adherentes se muestran muy alargados y estirados (se asocia con
una proliferacion robusta) mientras que con elevadas concentraciones (50 mg/ml)
aparecen redondeadas. El sembrar un éptimo nimero de células para la proliferaciény
supervivencia dentro de la matriz de fibrina también varia alrededor de 3x10°-1x10°
células/ml de fibrina. También si la densidad de la matriz se incrementa se inhibe la
morfogénesis capilar in vivo y la liberacién de los factores de crecimiento decrece
(Whelan et al., 2014).

En nuestros experimentos, la concentracion de fibrindgeno oscilé entre 2-3,5
mg/mL, asegurando una buena incorporacién, adherencia, y proliferacién de los
fibroblastos, que afecta a la migracién, proliferacién y diferenciaciéon de los
queratinocitos, como demostré de la Puente et al., (2011) utilizando la concentracién
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fisioldgica de fibrindgeno en torno a 2 mg/ml (1-5 mg/ml). Esta concentracion utilizada
es un poco menor a la recomendada cuando se usan los pegamentos tisulares
comerciales como fuente de fibrina, pudiendo deberse a los otros componentes
presentes en los pegamentos.

Otros elementos clave en nuestra matriz fueron la adiccion de CacCl, y acido
tranexamico, sustituyendo a las proteinas de origen animal, trombina y aprotinina
empleadas en otros trabajos que conllevan el riesgo de trasmitir enfermedades. La
recogida de la sangre total se suele realizar en presencia de citrato sédico que
secuestra el calcio presente en la sangre e impide la coagulacién. La trombina bovina
que inicia la coagulacion la sustituimos al activar la protrombina endégena mediante la
adicciéon de CaCl,. Por otro parte, la plasmina, la principal enzima fibrinolitica que
deriva del plasminégeno y que puede ser activada por serin proteasas, tanto por el
activador tisular del plasmindégeno (tPA) como por el activador uroquinasa del
plasminégeno (uPA) procedentes de los queratinocitos (Martin, 1997), la pudimos
inhibir con un antifibrinolitico sintético, el dcido tranexamico, que es un inhibidor del
tPA y por ello, es mas especifico que la aprototina usada por otros investigadores, que
es un inhibidor inespecifico de las serin proteasas pero no tiene ninguna accién
especifica sobre el tPA. Este dacido tranexamico retrasa significativamente la
degradacion hasta los 10-15 dias (Whelan et al., 2014) evitando la pérdida de las
propiedades mecanicas hasta el trasplante (Taghiabadi et al., 2015a).

El plasma no solo aporta las proteinas estructurales de la matriz (creando un
soporte 3D de fibrina) sino que también contiene algunas moléculas que ayudan a la
adhesion celular, tales como fibronectina (necesarias para que los fibroblastos puedan
fijarse a la matriz e iniciar sus funciones fisioldgicas), es un reservorio para factores de
crecimiento, plaquetas, citoquinas y enzimas, que pueden promover la proliferacién de
los fibroblastos y queratinocitos, incluso la adipogénesis (Kober et al., 2015) y
estimular y acelerar la curacion del tejido. Ademas de poseer un gran potencial como
sistema de liberacién de las células cultivadas y factores de crecimiento.

En nuestros experimentos, ademds de utilizar el plasma como fuente de fibrina
elegimos realizar los cultivos secundarios de forma sumergida, pudiendo observar que
a los 11-14 dias ya poseiamos un equivalente de piel similar al que obtuvieron otros
investigadores que utilizaron la interfase aire-liquido (Ramié-Lluch et al., 2017; Llames
et al., 2004; Arvelo et al., 2004; Meana et al., 1998). De esta manera, mediante el
cultivo sumergido las células proliferativas (holoclones) se pueden mantener como
tales (Cerqueira et al., 2012; Pellegrini et al., 1999) a diferencia de los equivalentes de
piel cultivados utilizando el método interfase aire-liquido (Pajoum et al., 2009; Lee et
al., 2003). El medio usado para tal fin fue el MQ porque se sabe que los fibroblastos
cultivados en el MF sin los suplementos usados en el MQ, raramente forma una lamina
fibrosa (Lee et al., 2006). Con referencia a las mejoras del cultivo de los fibroblastos
con el MQ, el EGF estimula el crecimiento y sintesis de las otras proteinas que no son
coldgeno; la insulina y la hidrocortisona estimula el crecimiento y formaciéon de
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colageno en los fibroblastos cultivados; la transferrina estimula la proliferacién celular
y acumulacién de PG vy la triiodotironina estimula la sintesis de PG (Lee et al., 2006).
Los fibroblastos asi cultivados empezaron a migrar y proliferar en la matriz de fibrina a
los 2-3 dias (Taghiabadi et al., 2015a), alcanzaron la confluencia a los 5-6 dias y
expresaron el antigeno vimentina, marcador de células mesenquimales (Kober et al.,
2015; Pajoum et al., 2009).

Con este equivalente de piel in vitro sintetizado con fibrina obtenida del plasma
y fibroblastos como dermis se proporcionaron todos los factores de crecimiento
necesarios para el mantenimiento de los queratinocitos, consiguiendo eliminar las
células alimentadoras de ratén 3T3 alogénicas de los cultivos secundarios que
pudieran contaminar el injerto (Llames et al., 2004) y cultivar asi directamente los
gueratinocitos sobre la matriz de fibrina.

Los estudios histolégicos del equivalente de piel obtenido in vitro en las
condiciones sefialadas anteriormente mostraron una epidermis constituida solamente
por el estrato basal. Esta epidermis se encontraba sobre una dermis de fibroblastos
gue aun no sintetizaron muchas fibras de colageno, tampoco se vieron vasos
sanguineos, fibras elasticas ni melanocitos maduros. En cuanto a la membrana basal
pudimos observar una ligera expresion del antigeno laminina, componente de dicha
membrana. Estos resultados son similares a los modelos in vitro de Pefia et al., (2010) y
Mazlyzam et al., (2007).

Una vez obtuvimos y analizamos el equivalente de piel in vitro utilizando la
fibrina obtenida a partir de plasma como soporte, el siguiente paso fue estudiar su
posible aplicacién para la regeneracion de la piel en un modelo in vivo utilizando
ratones atimicos.

Para ello, el primer paso fue separar el equivalente de piel del frasco de cultivo
donde lo cultivamos. Normalmente, la utilizacion de otros métodos, como la obtencion
de ldminas de epitelio, implica el uso de enzimas para despegar las células de la
superficie de la placa de cultivo. La enzima que generalmente se utiliza es |la dispasa,
gue provoca la alteracion de las proteinas de la membrana basal (Lam et al., 2002), lo
que conlleva posteriormente a una pobre tasa de prendimiento de los injertos
(Mazlyzam et al., 2007), ademas de provocar la disminucién de aproximadamente un
15% el potencial de clonogenicidad después de 24 h y pérdida de mas del 60% de la
habilidad para formar colonias después de 36 h (Pellegrini et al., 1999). La termolisina
es otra enzima que escinde la UDE de la piel sin perturbar a los desmosomas de forma
mas rapida que la dispasa. La rapidez es crucial cuando se tienen muchas laminas para
despegar. Ambas enzimas presentan similares resultados en términos de evolucion del
injerto después del trasplante y la cinética de reaparicion de la membrana basal
(Germain et al., 1995).

En nuestros experimentos, al tener un equivalente de piel compuesto tanto por
queratinocitos como por fibroblastos no necesitamos de ninglin enzima para
despegarlo, sino que todo el equivalente se puede separar del frasco de cultivo de
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forma manual. Esto es ventajoso porque no se dafan los componentes de la
membrana basal, aumentando de esta forma el porcentaje de injerto en la superficie
total del drea dafiada y la membrana basal se sintetiza a los 21 dias después del
trasplante (Currie et al., 2001). Esta técnica facilita el proceso ya que los equivalentes
de piel que obtuvimos se pueden manipular y extraer facilmente del frasco de cultivo y
trasplantarlos manteniendo suintegridad.

Antes del trasplante en los ratones del equivalente de piel obtenido, tuvimos
en cuenta que actualmente sdélo se obtienen buenos resultados en la aplicacién de los
equivalentes de piel cuando estos tienen menos de 2 mm de grosor (Kober et al.,
2015). Cuando se aplican equivalentes mas gruesos requieren una red capilar que
libere oxigeno y nutrientes al tejido (Kober et al., 2015). En base a estos antecedentes,
intentamos que todos los equivalentes de piel in vitro empleados tuviesen un grosor
de alrededor de 2 mm, haciendo los célculos oportunos dependiendo de las
concentraciones de fibrinégeno de los plasmas.

Otro factor importante para el éxito del trasplante del equivalente de piel in
vivo, es que el equivalente obtenido in vitro sea valido para su manejo quirdrgico
mostrando buena flexibilidad y consistencia, pudiéndose manipular facilmente para el
posterior injerto, algo que logramos con nuestro equivalente de piel. Ademas, al
contrario que la expansion de los queratinocitos de Rheinwald y Green, (1975), las
matrices de fibrina pueden trasplantarse como cultivos subconfluentes (Pellegrini et
al., 1999) reduciéndose asi los tiempos de cultivo, importante en casos de necesidad
inmediata. Presentan también la ventaja de proporcionar células que no sufren
cambios fenotipicos asociados a la inhibicion por contacto y por lo tanto, no deberian
tener disminuido el potencial adhesivo ni proliferativo (Currie et al., 2001), pudiendo
seguir proliferando una vez realizado el injerto hasta diferenciarse en los diferentes
estratos de la piel. Ademas, los queratinocitos cultivados sobre las matrices de fibrina
mantienen inalterado el potencial de clonogenicidad del estrato basal y de las células
progenitoras durante al menos 72 h porque la adhesién a la fibrina protege este
potencial durante el trasplante y manipulacién (Pellegrini et al., 1999).

El siguiente paso fue preparar a los ratones para el injerto del equivalente de
piel, para lo cual les creamos una herida crénica. Cuando las heridas son de pequefias
dimensiones o de forma redondeada, la curacién ocurre en menos de un mes y en las
heridas muy grandes se compromete la supervivencia de los animales (Mehanna et al.,
2015). Para ello, al igual que en modelos similares utilizados por otros investigadores,
se realizaron escisiones de espesor completo, con forma cuadrada y de un tamano de
1x1 cm? (Sabapathy et al., 2014). Ademas, la contraccién de la herida es una de las
limitaciones mas significativas cuando utilizamos como modelos de heridas humanas
animales de piel floja como los ratones, por lo que teniendo esto en cuenta,
extendimos la escision hasta incluir la lamina de musculo del paniculo carnoso. Este
método propuesto por Karypidis et al., (2011) alivia la contraccidon de la piel.
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Tras realizar las escisiones, se colocaron sobre la herida los equivalentes de piel
del mismo tamafio, y se decidid protegerlo durante los primeros dias con la piel del
propio animal desvitalizada para evitar la aplicacion de apdsitos que pudiesen
comprimir la zona trasplantada como ser los film transparente (Minamimura et al.,
2014; Yang et al., 2006) o las gasas con vaselina (Pellegrini et al., 1999).

Se realizaron dos grupos experimentales, en los que se analizaron los
resultados del trasplante a los 21 dias o a los 4 meses.

Desde el punto de vista macroscépico, tanto a los 21 dias como a los 4 meses los
injertos prendieron en el lecho de la herida con una supervivencia del 100%, sin sufrir
rechazo. A los 21 dias, el aspecto exterior de la zona injertada fue el de una piel algo
enrojecida y un poco mas adelgazada que la piel de alrededor, con cierta retraccion. Sin
embargo, a los 4 meses ya no se distinguia el lugar donde se habia realizado el injerto ni
los bordes retraidos. Por tanto, a los 21 dias, las heridas ya se habian curado y a los 4
meses se habian integrado perfectamente en el ratdn.

Mediante el analisis histologico del equivalente de piel injertado a los 21 dias
del trasplante, pudimos observar su completa integracion en la piel del raton.
Observamos la existencia de un estrato cérneo completo imprescindible para que la
piel realice su importante funcién de barrera frente al medio externo, indicando el
desarrollo de un ciclo completo de diferenciacién de los queratinocitos, que Potten y
Booth, (2002) estimaron en 21 dias. Este modelo de piel reconstruyd la estructura
normal de la epidermis aunque sin la presencia de anejos epidérmicos. Pudimos
diferenciar el estrato basal y los estratos suprabasales, como el estrato espinoso y
corneo, indicando la diferenciacion terminal de los queratinocitos (Llames et al., 2004).
Con la tincidn del tricromico de Masson observamos que la matriz de fibrina aun no
habia sido substituida del todo por una matriz de colageno constituida por las fibras de
coldgeno. Estas fibras de coldgeno sintetizadas por los fibroblastos de la dermis, eran
todavia relativamente delgadas y se encontraban orientadas en paralelo a la superficie
de la piel indicando la incorrecta maduracién de la herida (Mehanna et al., 2015;
Berthod et al., 2001).

Por tanto, con la matriz de fibrina se obtiene una excelente adhesién al lecho
de la herida y un soporte para la proliferacion de los queratinocitos, ademas de
solucionar el problema de la vascularizacion (Lohmeyer et al., 2011) viendo peque ios
vasos sanguineos en las tinciones histoldgicas a los 21 dias del trasplante. Hojo et al.,
(2003) describieron la emergencia de células endoteliales vasculares en el trasplante
después de 3 dias, ademas la infiltracion de células inflamatorias fueron bajas cuando
lo compararon con la matriz de coldgeno. Aunque se ha visto que tanto el soporte de
coldgeno como el de fibrina proporcionan similares ambientes en los cuales los
queratinocitos vy fibroblastos pueden proliferar in vitro, la concentraciéon de VEGF en el
medio de cultivo de la matriz de fibrina es significativamente mayor que en el medio
de cultivo del soporte de coldgeno (Whelan et al., 2014). Este incremento de VEGF no
se debe al mayor nimero de células, sino a los productos de degradacion de la fibrina,
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componentes clave del coagulo, que intrinsecamente estimulan la actividad
angiogénica induciendo la secrecién de este factor por las células (Whelan et al., 2014).
Esto es importante ya que la angiogénesis proporciona factores tréficos e incluso
ayuda a la regeneracion del sistema nervioso de la piel (Hojo et al., 2003).

No pudimos observar fibras elasticas, encargadas de dotar a la piel de
flexibilidad. Pouliot et al., (2002) si que las observaron a los 21 dias mediante
inmunohistoquimica detectando la expresién de la elastina en su equivalente de piel,
gue consistié en una matriz de colageno sintetizado a partir de los propios fibroblastos
durante 35 dias sobre la que sembraron los queratinocitos. Esto podria ser debido a
que con las técnicas de inmunohistoquimica la sensibilidad es mayor que con la tincidn
histoquimica (hematoxilina de Verhoeff) usada en nuestro caso. Sin embargo, cuando
se trasplantan solamente laminas de epitelio tampoco se observan estas fibras
elasticas a los 21 dias ya que la expresién de elastina puede llevar hasta 4-5 afios
(Jones et al., 2002).

Un resultado interesante fue que detectamos la presencia de melanocitos
maduros a los 21 dias, pudiendo ver la presencia de melanina en todos los estratos de
la epidermis. Estos melanocitos son probablemente de origen humano ya que se
detectaron utilizando anticuerpos que reconocen de forma especifica a las células
humanas y no a las de ratén. Los melanocitos humanos se encuentran principalmente
en el estrato basal de la epidermis y en los foliculos pilosos. Sin embargo, en la piel de
los ratones, los melanocitos residen principalmente en los foliculos pilosos, no estando
presentes tipicamente en la epidermis (Zabierowski et al., 2011). En estos animales, la
mayoria de los melanocitos desaparecen de la epidermis durante la vida postnatal,
mientras en la piel de los humanos, permanecen en la epidermis a lo largo de toda la
vida (Li et al., 2010). Existen tres posibles hipdtesis para explicar la presencia de los
melanocitos humanos en el ratén injertado. La primera es que ya estaban presentes en
el equivalente de piel antes de ser injertado en el raton; la segunda es que una vez
realizado el injerto algunas células madre indiferenciadas humana se diferenciaron a
melanocitos (Graham, 2009); y la tercera hipdtesis es que proceden del ratén. La
primera y la tercera las descartamos ya que en nuestros equivalentes de piel no
detectamos melanocitos maduros y los ratones son albinos es decir, no tienen
melanocitos que sinteticen melanina al poseer la enzima tirosinasa mutada. Por tanto,
nos decantamos por la segunda. Varias investigaciones han demostrado la existencia
de células precursoras derivadas de la piel (SKP) que son células madre multipotentes
de la cresta neural localizadas en la dermis que se pueden diferenciar a células de
Schwann y neuronas (Kumar et al., 2016), pero también a melanocitos,
identificAndolos en la epidermis a lo largo de la membrana basal en la misma
localizaciéon que los melanocitos en la piel humana (Cichorek et al., 2014). Ademas, las
células de Schwann asociadas a terminaciones nerviosas son una fuente de
melanocitos (Adameyko et al., 2009) que tienen la habilidad de desdiferenciarse a un
estado precursor y luego adquirir caracteristicas melanociticas o transdiferenciarse en
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melanocitos (Van Raamsdonk y Deo, 2013; Graham, 2009). También existen células
madre procedentes de la dermis similares a las SKP, que expresan marcadores de
células madre de la cresta neural y de CME y son multipotentes pudiéndose diferenciar
a melanocitos. Usando un modelo de equivalente de piel, las células madre dérmicas
se diferenciaron en melanocitos maduros dentro de la dermis. Estos melanocitos
migraron a la ldmina basal de la epidermis en donde maduraron. Sin embargo, estas
células madre dérmicas difieren de las SKP en el marcador de la cresta neural NGFRp75,
gue se expresa altamente en las células madre dérmicas pero levemente en las SKP
(Toma et al., 2005). Todavia no esta claro si las células madre dérmicas se diferencian
primero a melanocitos y luego migran a la epidermis o si migran primero y luego
completan su diferenciacién a melanocitos aunque existen datos que sugieren que la
diferenciacion se completa en la epidermis al entrar en contacto fisico con los
queratinocitos (Li et al., 2010).

Un injerto permanente depende de la formacidon de una completa membrana
basal. Nuestros resultados confirmaron la formacién de ésta a los 21 dias. Esta
estructura proporciona una adhesién fisica de la epidermis al lecho de la herida y
mantiene la integridad estructural y propiedades mecanicas de la piel regenerada
(Mazlyzam et al., 2007). Estudios ultraestructurales con TEM confirman nuestros
resultados revelando existencia de interacciones entre los queratinocitos de la
epidermis vy los fibroblastos de la dermis a los 21 dias, siendo la membrana basal
continua y bien estructurada formada por hemidesmosomas, ldmina lucida, [dmina
densa vy fibrillas de anclaje (Pefia et al., 2010; Pouliot et al., 2002). Estudios mas
detallados realizados por Germain et al., (1995) descubrieron que los primeros
componentes en aparecer son la laminina y el colageno tipo VIl a los dos dias después
del injerto. La presencia de laminina en la fase temprana post-injerto es diferente a los
resultados obtenidos en otros modelos de curacién de las heridas. Durante la
reepitelizacion de las heridas debido a la migracion de los queratinocitos residuales, la
laminina y el coladgeno tipo IV y VIl no se detectaron bajo los queratinocitos hasta que
la l1amina basal se completd (Germain et al., 1995). En esos modelos, la migracién de
los queratinocitos sobre la matriz provisional de la herida es esencial para el proceso
de reepitelizacion y la completa membrana basal podria interferir con la migracidn. Sin
embargo, en el modelo de Germain et al., (1995), los queratinocitos fueron
depositados en toda la herida. Esto supera la necesidad de que los queratinocitos
migren y conduce facilmente a la formacién de una membrana basal definitiva. Una
completa membrana basal con una I[dmina densa bien organizada y fibrillas de anclaje
fue visualizada como muy temprano a los 21 dias post-injerto. Sin embargo, otros
investigadores (Aihara, 1989) describieron que es necesario 6 semanas para obtener la
membrana basal continua y que esto se puede atribuir al uso de dispasa para despegar
la ldmina de epitelio.

El analisis del injerto a los 4 meses del trasplante, demostré que la epidermis
era mas delgada que a los 21 dias, adquiriendo el fenotipo de la piel del ratén con dos
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estratos, uno basal y otro suprabasal (Groeber et al., 2012). En el trabajo de Llames et
al., (2004) que también realizaron estudios histoldgicos de un equivalente de piel
basado en una matriz de fibrina a los 4 meses, mostraron diferencias en el grosor,
siendo mayor pudiendo deberse a que las heridas y los injertos fueron de 3x3 cm? en
lugar de 1x1 cm? y no pasé el tiempo suficiente para lograr integrarse totalmente. En
otros trabajos con matrices de fibrina se confirmaron nuestros resultados (Pellegrini et
al., 1999). En otros equivalentes como los sintetizados con colageno, los analisis
histolégicos revelaron que la epidermis recién generada era mas gruesa después de 4
dias del injerto pero similar en grosor a la piel del ratén tras 21 dias (Pouliot et al.,
2002).

La MEC a los 4 meses contenia gran cantidad de fibras de coldgeno vy la
formaciéon de pequefios vasos sanguineos. Las fibras de coldgeno mostraron una
distribucion en dos capas con fibras finas en la region subepidérmica y mas gruesas en
la dermis profunda simulando la piel normal. Estos hallazgos podrian ser atribuidos al
incremento del nimero de macrofagos. Tales macréfagos se cree que controlan la
sintesis de coldgeno mediante los factores de crecimiento que secretan. Ademas son
los responsables del mejor remodelado de la dermis a través de la reabsorcion de las
fibrillas de colageno delgadas depositadas al principio (tipo Ill) para reemplazarlas mas
tarde por fibrillas mas gruesas (tipo I) alineadas con las lineas de tension, indicando la
maduracion de la herida (Mehanna et al., 2015).

Sin embargo, al igual que a los 21 dias no pudimos observar fibras eldsticas mas
gruesas con la tincion histoquimica, pero si las observamos con MEB al igual que otros
investigadores (Pellegrini et al., 1999) con un modelo similar las detectaron a nivel
ultraestructural mediante TEM, en donde la persistencia de la alodermis fue
demostrada por el hallazgo de estas fibras elasticas residuales a los 4 y 8 meses, pero
que casi no se pudieron detectar a los 12 meses después del injerto en el ratén
sugiriendo la completa remodelacién de la dermis donante. Por otra parte, a diferencia
gue en el injerto estudiado a los 21 dias, a los 4 meses vimos que la membrana basal se
integr6 completamente en el ratén, siendo sintetizada posiblemente por los
queratinocitos y fibroblastos murinos, demostrado por ausencia de expresién de la
laminina humana.

La piel seguia teniendo melanocitos y la expresion del antigeno S100 identifico
incluso fibras nerviosas en la unidén dermis-hipodermis. Como anteriormente
comentamos, la dermis de la piel contiene precursores de la cresta neural que se
diferencian en tipos celulares de la cresta neural in vitro cuando se suplementan con el
apropiado medio, incluyendo neuronas periféricas y células de Schwann, cambiando su
morfologia hacia células bipolares, S100 positivas que coexpresan GFAP y p75NTR
(fenotipo similar de células de Schwann) (Walsh et al., 2010). Pellegrini et al., (1999)
usando TEM también detectaron melanocitos maduros con procesos dendriticos bien
desarrollados entre los queratinocitos basales a los 4 meses del injerto de una lamina
de epitelio sobre pegamento tisular comercial de fibrina. La presencia de numerosos
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melanosomas maduros dentro del estrato basal y, aunque menos extendidos, en la
primera capa celular del estrato suprabasal indican la reconstitucion de la unidad
epidérmica de melanina. Sin embargo, no han demostrado el origen de éstos.

Para estudiar en detalle la superficie de los equivalentes de piel trasplantados
tras 4 meses, usamos MEB confirmando nuestros anteriores resultados al observar la
superficie de la epidermis formada por células de forma poligonal con algunos pelos,
anejos que no observamos a los 21 dias, al menos con los estudios histoldgicos, y los
fibroblastos sintetizando fibras de colageno y eldsticas (que con la tincién histoquimica
no detectamos) de la MEC al igual que en la piel humana y del ratéon. También
observamos la presencia de células sanguineas como ya nos indicaba la tinciéon del
tricrémico de Masson que los equivalentes contenian vasos sanguineos indicando que
el injerto estaba vascularizado. Estos resultados son similares a los del trabajo de
Mazlyzam et al., (2007).

En resumen, dado las necesidades médicas de una cobertura permanente para
guemados, desarrollamos un equivalente de piel basado en una matriz de fibrina
obtenida del plasma humano. Nuestro proceso de cultivo secundario sin necesidad de
células alimentadoras, ni de toxina colérica y con cultivo sumergido, permitié la
produccion de un equivalente de piel que una vez trasplantado, dio como resultado
una piel bien regenerada con una apariencia macroscépica saludable, y que
microscépicamente presentaba las caracteristicas normales de la piel, con la aparicién
de melanocitos en la epidermis ademas de presentar vasos sanguineos, foliculos
pilosos y nervios en la dermis, mejorando asi los equivalentes de piel actuales.

2.2. Equivalente de piel basado en la utilizacion de la Membrana Amnidtica
como soporte

Aunque son muchos los biomateriales que se han testado para la regeneracién
de la piel, incluida la fibrina obtenida a partir del plasma analizado anteriormente
como soporte para construir una matriz 3D que contenga a los fibroblastos, todavia es
necesario mejorar la integracion del biomaterial con el lecho de la herida adyacente
(Emans et al., 2010). Por ello, y en la busqueda de nuevos soportes, algunos grupos
han enfocado su investigacién en la utilizacion de la MA como posible soporte para la
Ingenieria Tisular aplicada a piel (Niknejad et al., 2008; Wilshaw et al., 2006).

La facil obtencién y disponibilidad de la MA, el bajo coste de la preparacién y
que puede ser esterilizada y preservada a bajo costo durante largos periodos de
tiempo sin cambios arquitecténicos obvios han sido decisivos a la hora de decidirnos a
investigarla como un posible soporte para el cultivo de fibroblastos y queratinocitos.

Entre las propiedades de la MA mas importantes para la Ingenieria Tisular
(Niknejad et al., 2008; Kesting et al., 2008) se incluyen la proteccion de las heridas
(Taghiabadi et al., 2015b); alivio del dolor; reduccién de la inflamacion, fibrosis y de la
cicatrizacion; propiedades antimicrobianas y antivirales; baja immunogenicidad (Yang
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et al., 2009); y buenas propiedades mecdnicas (Niknejad et al., 2008). Ademas de la
buena adherencia a las heridas, manteniendo un entorno himedo para promover la
curacion, la MA puede producir muchos factores de crecimiento y proporcionar un
nuevo sustrato adecuado para la reepitelizacion (Wilshaw et al., 2006).

Existe cierto debate sobre si es mejor que para utilizar la MA en Ingenieria
Tisular como soporte, la MA se mantenga intacta o se descelularice. Algunos
investigadores han descrito los potenciales beneficios del uso de la MA intacta cuando
se usa como soporte. Por ejemplo, se ha visto que las CEA pueden producir
neurotransmisores, neuropéptidos y factores neurotréficos (Touhami et al., 2002) o
factores de crecimiento esenciales para las células madre epidérmicas (Barthel y
Aberdam, 2005). En contraste, otros grupos han demostrado que la MA desepitelizada
puede promover mejor la adhesion celular, proliferaciéon celular y diferenciacién, asi
como un crecimiento celular mas uniforme comparado con la MA intacta (Koizumi et
al., 2006; Koizumi et al., 2000). La eliminacion completa del epitelio antes de sembrar
los queratinocitos incrementa su porcentaje de confluencia y facilita la migracién de
éstos (Yang et al., 2009) y de otras células, tales como células limbales (Shortt et al.,
2009; Hopkinson et al., 2008) y neuronas (Davis et al., 1987). Sin embargo, queda por
comprobar que sucede con los fibroblastos.

Por tanto, en nuestro modelo de utilizaciéon de la MA como soporte, el primer
paso para su preparacion fue su completa descelularizacion (no solamente
desepitelizacién) y asi poder determinar por cual de los lados de la MA, tanto intacta
como descelularizada, los queratinocitos y fibroblastos crecerian mejor para crear el
equivalente de piel.

Se han usado varios tratamientos de descelularizacion de la MA con diferentes
grados de éxito (Eves et al., 2005), pues cada método muestra diferentes efectos tanto
en la eliminacidon de las células como en la estructura y propiedades bioldgicas.
Aungue la completa eliminacién de las células de la MA parece que es necesario para
usar como un soporte, es también vital que la MEC permanezca intacta para la
repoblacién celular porque contiene componentes esenciales para la adhesidn,
proliferacion celular y remodelacion del tejido (Liang et al.,, 2009). La MA
descelularizada mediante un tratamiento adecuado, no solamente mantiene la
estructura de la membrana basal y de la MEC sino que también retiene varios factores
de crecimiento. La laminina de la membrana basal participa en la construccién de los
hemidesmosomas, encargados de la adhesidn y anclaje de las células (Ji et al., 2011).
Por ultimo, el proceso de descelularizacién debe eliminar las principales fuentes de
respuesta inmunogénica incluyendo los componentes celulares, antigenos de
membrana, y proteinas solubles, bloqueando asi el inicio de la respuesta inmune
(Wilshaw et al., 2006).

Los métodos cominmente usados para la descelularizacion de la MA son la
digestion enzimatica con tripsina y dispasa (Lim et al., 2009), el tratamiento quimico
con detergentes como EDTA y desnaturalizantes de proteinas (Riau et al., 2010) o una
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combinacién enzimatica-quimica como T/E, pudiendo estar seguidos todos ellos por un
tratamiento mecanico (Riau et al., 2010; Hopkinson et al., 2008). Algunos de estos
métodos son complejos para su uso practico y otros fallan porque o no eliminan todas
las células (siendo necesario el raspado mecanico) o no solamente eliminan las células
sino que también destruyen los componentes de la MEC (Wilshaw et al., 2006), de la
membrana basal (Eves et al.,, 2005) y eliminan varios factores de crecimiento
(Hopkinson et al., 2008) siendo necesarios repetidos lavados para eliminar
completamente los agentes reactivos y evitar asi la toxicidad residual.

Por todo ello, en nuestro estudio, uno de los objetivos fue analizar cudl de los
tratamientos descritos en la literatura era el mas eficaz para eliminar no solamente las
CEA sino también las CMEA (Yang et al., 2009; Lim et al., 2009; Kim et al., 2009;
Hopkinson et al.,, 2008; de Melo et al., 2007) de la MA sin dafar el resto de
componentes. Tras el andlisis de los resultados obtenidos pudimos establecer que la
digestion con 1% de T/E a 372C durante 30 min eliminé completamente no sélo las CEA
sino también las CMEA. Este método ademas preservd intactos los componentes de la
MEC y membrana basal como se demostrd con las tinciones histoquimicas e
inmunohistoquimicas que detectaron la presencia de laminina, fibras de colageno,
mucopolisacaridos y PG y excluyé ademas, la necesidad del raspado mecénico utilizado
por otros grupos que dafarian todos estos componentes (Riau et al., 2010).

En los otros tratamientos que analizamos, el uso de 1% de T/E a 372C durante
10 min, los de 0,25% de T/E o los de EDTA no eliminaron completamente el epitelio
dejandolo intacto en algunas partes al igual que le sucedié a de Melo et al., (2007). En
este caso seria necesario el uso de raspado mecanico para la completa eliminacién de
las CEA, y no se llegaria a eliminar a las CMEA. Se describié que usando el raspado
mecanico se pueden llegar a eliminar el 90-100% de las CEA sin romper la membrana
basal (Grueterich et al., 2002). Sin embargo, Hopkinson et al., (2008) demostraron que
la utilizacion del raspado mecanico compromete la integridad de la membrana basal,
dejando expuesta a la matriz de colageno (Koizumi et al., 2000).

Aunque en la bibliografia no existe ningun trabajo que haya utilizado la solucién
comercial acutasa para descelularizar la MA, nosotros quisimos evaluarla para este fin,
ya que sirve para disgregar las células de los frascos de cultivo. Con este tratamiento
solamente conseguimos eliminar las CEA, pero no las CMEA, a pesar de que los
enzimas colagenoliticos que contiene degradarian el colageno, liberando estas células.
Tal vez, nuestros resultados hayan sido por las bajas concentraciones de estas enzimas
en la solucién comercial que tiene como fin ser usada para mejorar la viabilidad de las
células conrespecto ala T/E.

Al contrario que los anteriores, el uso de la dispasa eliminé completamente las
CEA, pero también la membrana basal resulté danada, especialmente la ldmina densa
como demostrd Hopkinson et al., (2008) mediante TEM e inmunohistoqui micamente.
Ademads, observamos que la dispasa digirid especificamente la MEC subyacente, con el
fin de liberar las CMEA (Hopkinson et al., 2008). En algunos casos ademas utilizaron el

164



Discusion
raspado mecanico (Lim et al., 2009) a diferencia de nosotros que no nos hizo falta al
aumentar el tiempo de incubacidn lo necesario para eliminar las células sin dafiar la
MEC. Sin embargo, estudios con TEM si que confirmaron la rotura de la ultrastructura
de la MA, empezando con la alteracion de la membrana basal y continuando con la
pérdida de colageno estromal y la composiciéon molecular (Hopkinson et al., 2008),
afectando al crecimiento celular de los explantes cultivados (Lim et al., 2009).

A pesar de esto, existen grupos que han descrito el éxito clinico usando la
dispasa. Li et al., (2006) y Yam et al., (2002) al investigar el crecimiento de los explantes
de células epiteliales limbales sobre la MA descelularizada, mostraron que la
membrana basal se desmonta antes de secretar los componentes de la nueva
membrana basal. Esto sugiere que la membrana basal intacta no es de critica
importancia en la expansién de las células epiteliales sobre la MA, explicando el éxito
en la reconstruccién de la superficie ocular incluso con la completa eliminacion de la
membrana basal.

Para confirmar los resultados obtenidos mediante los estudios histolégicos
como una medida indirecta de la presencia de células, también medimos el contenido
del ADN residual después de realizar los diferentes tratamientos. Nuestros resultados
confirmaron que el tratamiento con 1% de T/E a 372C durante 30 min fue el mas
efectivo porque es el que presentaba el contenido mds bajo de ADN residual. Este
analisis también fue utilizado por Ji et al., (2011) antes y después de la
descelularizacién mediante tres ciclos de congelacién y descongelacion en N,L y
posterior tratamiento con DNAsa, y por Wilshaw et al., (2006) que también midieron el
contenido de ADN antes y después del uso de SDS.

Una vez determinado el tratamiento mas efectivo de descelularizacion de la MA
y con el objetivo final de evaluar su uso potencial como soporte para obtener un
equivalente de piel, el siguiente paso fue determinar el lado de dicha MA (intacta o
descelularizada) por el cual crecerian mejor los queratinocitos y fibroblastos. Este
analisis se basé en estudios previos en nuestro laboratorio en los cuales demostramos
gue los condrocitos (Diaz-Prado et al., 2009b) y las células madre limbales y corneales
(Rendal-Vazquez et al., 2012) pueden proliferar rapidamente sobre la MA humana. En
el caso de los condrocitos el lado coridnico de la MA fue el mas apropiado, para que no
se desdiferencien hacia fibroblastos en los cultivos in vitro durante un tiempo
prolongado necesario para obtener la cantidad suficiente de condrocitos para el
implante (Diaz-Prado et al., 2009b), mientras que en el caso de las células madre
epiteliales limbales humanas, el lado epitelial de la MA intacta fue el mas apropiado
para mantener su capacidad de células madre (Rendal-Vazquez etal., 2012).

Por ello, se llevaron a cabo experimentos para discriminar cual de los lados
epitelial o estromal de la MA tanto intacta como descelularizada seria el mas
apropiado para la adhesién y proliferacion de los queratinocitos y de los fibroblastos.
Tanto los queratinocitos como los fibroblastos, cuando los sembramos por el lado
epitelial de la MA intacta, formaron una monocapa que se desprendio del epitelio de la
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MA, sugiriendo una posible competicidn entre los queratinocitos o fibroblastos con las
CEA. Cuando se descelularizé la MA, los queratinocitos se adhirieron por ambos lados
de la MA tanto epitelial como estromal, sin embargo, se dispusieron de forma mas
ordenada por el lado epitelial de la MA descelularizada. No obstante, observamos que
los fibroblastos crecieron mejor sobre el lado estromal de la MA tanto intacta como
descelularizada como veremos mas adelante, llegando incluso a penetrar y propagarse
en el estroma de la MA.

Usando inmunohistoquimica, demostramos que los queratinocitos cultivados
sobre ambos lados de la MA descelularizada o intacta expresaron el antigeno CK pero
no vimentina y que los fibroblastos sembrados en el lado estromal expresaron
vimentina. Esto confirmd que los queratinocitos no sufrieron una transicién epitelial -
mesenquimal y no se diferenciaron en fibroblastos manteniendo su fenotipo.

Una vez determinamos el tratamiento mas efectivo para la descelularizacion de
la MA y el lado por el que mejor crecen los queratinocitos y fibroblastos, nuestro
siguiente objetivo fue evaluar su uso como soporte para sintetizar un equivalente de
piel in vitro, sembrando los fibroblastos por el lado estromal y los queratinocitos sobre
el epitelial de la MA descelularizada. Nuestro equivalente de piel in vitro fue cultivado
usando el método sumergido y después de solamente 7 dias lo tuvimos a punto. Este
método reduce considerablemente el tiempo de cultivo de otros investigadores que
usaron el método interfase aire-liquido (Yang et al., 2009) que necesitan mas dias para
conseguir la diferenciacion de la epidermis. Los estudios de otros grupos en el modelo
animal mostraron que en los cultivos en interfase aire-liquido se produce la
degeneracion del epitelio una vez injertado, algo que no sucede usando el método
sumergido (Pefia et al., 2010), en donde una vez injertado producen una estructura en
la que los queratinocitos proliferan dando una apariencia estratificada.

Los resultados de las tinciones histoquimicas e immunohistoquimicas
mostraron que la estructura de los equivalentes de piel se organizé en varias capas de
gueratinocitos y una matriz poblada con fibroblastos. La expresion de CK y K14 y la
ausencia de K10 indicaron la formacién de una ldmina en la epidermis con
queratinocitos que retuvieron la capacidad proliferativa sin sufrir una diferenciacion
terminal. Algunos queratinocitos fueron positivos para p63 indicando que se trataban
de células madre epidérmicas (Kim et al., 2004). La expresién de p63 se incrementa
durante la curacién de las heridas tanto en el estrato basal como suprabasal de la piel
normal. La localizaciéon de las células p63 positivas se asocia con los epitelios
proliferativos, como el estrato basal de la epidermis asi como la envuelta exterior de la
raiz de los foliculos pilosos, estando ausente en las células dérmicas (Parsa et al.,
1999). Es posible que p63 juegue un papel en el mantenimiento del potencial
proliferativo de los queratinocitos y prevenga la diferenciacion terminal (Coolen et al.,
2007). Todas las células Ki67 positivas contienen p63, pero sélo algunas p63 son ki67
positivas (Parsa et al., 1999). Ki67 es un antigeno nuclear (concentrado en el nucléolo)
asociado a la proliferacion celular, por tanto, marca a los queratinocitos que se estan
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multiplicando en la epidermis humana (Parsa et al., 1999). Sin embargo, en nuestro
equivalente de piel no observamos expresién de este marcador de proliferacion
celular. Peifa et al., (2010) también obtuvieron un resultado negativo en su
equivalente de mucosa oral basado en plasma, ofreciendo la explicaciéon de que
cuando el epitelio llega a la confluencia, la actividad proliferativa se reduce. Otra
explicacion es que al final de la fase G1 del ciclo celular y el comienzo de la fase S, la
cantidad del antigeno Ki67 es minima, por lo que daria un resultado negativo para
Ki67, pero estan en proliferacion (Bruno y Darzynkiewics, 1992).

La presencia de las células que expresaron vimentina reveld la localizacién de
los fibroblastos solamente en el lado estromal de la MA, demostrando ademads que los
queratinocitos no se han desdiferenciado hacia estas células.

La rapida proliferacion de los queratinocitos y de los fibroblastos sobre el
soporte de MA, seguramente se deba a |la presencia de factores de crecimiento que se
retienen aunque en baja concentracion en la MA una vez descelularizada como EGF,
TGF, KGF, KGFR, HGF, HGFR, bFGF y PDGF, que facilitan la reepitelizacidn, la reduccién
de la cicatriz y la inflamacién (Choi et al., 2009) y también VEGF, angiogenina, y PDGF
que favorece la angiogénesis (Uberti et al., 2010). No existe ningun estudio que
estudie la proliferacion de estas células, solamente describen la migracién de los
queratinocitos y fibroblastos con una solucidn de citoquinas celulares derivadas de la
MA comercial, obteniendo buenos resultados (Uberti et al., 2010).

En resumen, conseguimos sintetizar un equivalente de piel usando la MA
descelularizada con 1% de T/E a 37°C durante 30 min como soporte, sembrando
queratinocitos sobre la membrana basal del lado epitelial y fibroblastos sobre el lado
estromal simulando una epidermis y una dermis respectivamente, con una estructura
similar a la piel humana que podria usarse en la practica clinica.
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B. INGENIERIA TISULAR DEL SISTEMA NERVIOSO

La piel se encuentra ricamente inervada tanto por el sistema auténomo
(simpdaticos y parasimpaticos) como de fibras sensitivas no mielinizadas que
transportan la informacion nociceptiva y termoceptiva (Roosterman et al., 2006; Rice
et al., 1998) que se pierden cuando se dana (Ulmann et al., 2007). Por tanto, no sdlo es
importante la regeneraciéon de las laminas estructurales que componen la piel sino
también en la medida de lo posible, del sistema nervioso que la inerva. Por ello, en
esta tesis nos propusimos también analizar posibles técnicas de Ingenieria Tisular para
suaplicacion a este sistema.

Entre las diversas técnicas analizadas para su aplicacion a la regeneracién del
sistema nervioso, una de las mas frecuentes es la Terapia Celular y la Ingenieria Tisular
usando células madre para reducir la progresion y mejorar la reparacion de las lesiones
(Castillo-Melendez et al.,, 2013). Esta terapia puede ofrecer tratamientos para una
variedad de enfermedades intratables (Marcus et al., 2008). Ademas, la liberacion
secuencial y controlada de factores de crecimiento por estas células podrian mejorar
los efectos estimulantes en la regeneracién (de la Puente et al., 2011).

Actualmente existen diversos tipos de células madre usadas tanto en Terapia
Celular como en Ingenieria Tisular del sistema nervioso como las células madre adultas
(Mehanna et al., 2015), células madre neurales (Mitchell et al., 2003) y las células de
Schwann (Walsh et al., 2010; Nishiura et al., 2004). Otra fuente son las CMM derivadas
de la médula 6sea (Mehanna et al., 2015), las CME vy las iPSC (Kim et al., 2014). Todas
ellas presentan algun inconveniente, por lo tanto, es necesario buscar nuevas fuentes
de células.

Una posible alternativa a la utilizaciéon de todas estas poblaciones celulares,
podrian ser las dos principales poblaciones de células madre/progenitoras que pueden
ser obtenidas desde la MA humana: las CEA y las CMEA (Diaz-Prado et al., 2010a; Miki
et al., 2010) o bien las células de la gelatina de Wharton del CU (Zhang et al., 2012a). Al
igual que lo ya mencionado en el caso de la MA, el CU se tira normalmente después del
parto y el procedimiento de recogida no es invasivo ni causa dolor (Liu et al., 2012;
Niknejad et al., 2010).

Por lo tanto, quisimos analizar la capacidad de utilizar la MA y el CU como
fuentes de células madre capaces de diferenciarse hacia células similares a células
nerviosas in vitro para cultivarlas posteriormente sobre un soporte de MA. Estas
células servirian para integrarlas en los equivalentes de piel para proporcionarles
inervacioén y entre otras cosas favorecer la angiogénesis y melanogénesis.
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1. Caracteristicas y capacidad de diferenciaciéon de los cultivos de las CMEA,
CEA y CMMGW

Los protocolos de aislamiento de las células a utilizar deben ser reproducibles y
retener tanto la morfologia como las caracteristicas fenotipicas a través de los pases
(La Rocca et al., 2009). Nosotros aislamos las células desde la MA usando el método
descrito por Soncini et al.,, (2007) con pequefnas variaciones en la composicién del
medio de cultivo descrito. La primera poblaciéon obtenida fueron las CMEA con una
morfologia similar a los fibroblastos y una segunda poblacién de CEA con morfologia
poliédrica. El medio usado para la expansidon usualmente es medio basal DMEM,
suplementado con SBF, antibidticos y antimicéticos (Lindenmair et al., 2012). Sin
embargo, nosotros en un intento de mejorar el medio de cultivo de las CEA, hemos
anadido EGF, ya que existen estudios en los cuales la presencia de este factor en el
medio hace que las CEA proliferen mejor y formen una lamina confluente de células
epiteliales. Sin EGF, la proliferacion cesa y las células forman células gigantes
multinucleadas (Miki et al., 2005).

Las CEA crecieron en grupos unidas entre si por uniones intercelulares en forma
de empalizada, mientras que las CMEA crecieron de forma individual poseyendo forma
irregular y protusiones celulares prominentes siendo aproximadamente tres veces mas
grandes que la CEA. Ademds, ambos tipos celulares mostraron una buena proliferacion
en cultivo. Las CMEA obtenidas expresaron vimentina, demostrando su origen
mesodérmico (Lindenmair et al., 2012), mientras la segunda poblaciéon celular
obtenida, las CEA, expresaron CK debido a su origen epitelial (Chang et al., 2010;
llancheran et al., 2007) pero no vimentina lo que indicaba la ausencia de
contaminacién con otros tipos celulares como las CMEA (Chang et al., 2010). Todos
estos resultados fueron similares a los publicados por el grupo Bilic et al., (2008) tanto
por el elevado grado de pureza en la extraccion de las CEA que expresaron CK19 y de
las CMEA que expresaron vimentina, como por el resto de las caracteristicas de los
cultivos, aunque en su caso el orden de obtencién de las poblaciones celulares fue a la
inversa, primero las CEAy después las CMEA.

Para aislar las CMMGW de forma segura, practica y eficiente empleamos el
método del explante al igual que Liu et al., (2012) e Ishige et al., (2009). En el trabajo
de Salehinejad et al., (2012), comprobaron que la proliferacion celular y actividad
cuando se comparaban diferentes métodos de aislamiento fue mayor cuando se
realizaba el aislamiento de las CMMGW mediante el método del explante, que con los
diferentes tratamientos enzimdticos. Esto podria deberse a que con el método del
explante, se obtienen células con una morfologia homogénea, lo que podria resultar
en una elevada proliferacion celular (Mennan et al., 2016; Cardoso et al., 2012).
Ademas, con los tratamientos de aislamiento enzimaticos, debido al dano de la MEC y
que pueden desintegrar las membranas celulares, disminuye la viabilidad (Oyama et
al., 1990) y la adhesién celular (Han et al., 2011) teniendo de este modo un impacto
negativo en la capacidad de proliferacién (Salehinejad et al., 2012). Dependiendo del
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método de aislamiento utilizado, del cultivo y de los factores secretados por células
accesorias en los pases iniciales (Chamberlain et al., 2007), la expresiéon de marcadores
de superficie puede variar (Bobis et al., 2006). Los protocolos de aislamiento podrian
provocar cambios epigenéticos y genéticos en las células, que podrian afectar a la
plasticidad y utilidades terapéuticas (Phinney y Prockop, 2007). Se han observado
marcadores morfolégicos y diferencias en el tamafio celular en los cultivos primarios
derivados del CU, en donde la subpoblacion celular de tamafio mas pequefio exhibe
una elevada capacidad proliferativa comparada con la subpoblaciéon de tamafio mas
grande (Majore et al., 2009).

Usando esta técnica, para evitar la contaminacion con células endoteliales o
hematopoyéticas como hicieron Castillo-Melendez, (2007), lavamos el CU vy
eliminamos las arterias y la vena antes de cultivar el explante. Obtuvimos
aproximadamente 50.000 células/cm con morfologia de fibroblasto y expresién de
vimentina, lo mismo que Fu et al., (2006b) que obtuvieron 1x10° CMMGW en 20 cm.
Después de 6 dias, al igual que en los trabajos de Zhang et al., (2012a) las células se
desplazaron desde los bordes del explante exhibiendo morfologia poligonal y aplanada
pero a las dos semanas su morfologia cambid hacia una forma de huso dispuestas en
paralelo alcanzando la confluencia presentando similares propiedades en cuanto a la
morfologia, inmunofenotipo y potential de diferenciacion que las CMM (Salehinejad et
al., 2012).

Tanto en Terapia Celular como en Ingenieria Tisular se requiere un nimero
minimo de células de varios cientos de millones. Para conseguir este nimero se
requieren subcultivos durante varios meses. Este largo periodo de cultivo es tedioso y
costoso. Bilic et al., (2008) proponen usar trasplantes de CEA de pase 1y en el caso de
las CMEA hasta el pase 3. Los subcultivos de las CEA puede llevar a la transicién
morfoldgica epitelial-mesenquimal, que se puede observar mediante la formacion de
células gigantes multinucleadas (Bilic et al., 2008). Nosotros utilizamos pase 1 o 2 de
todas las células para asegurarnos que mantuvieran su fenotipo inicial. Aunque,
cuando afiadimos EGF al medio de cultivo, el cambio morfoldgico de las CEA fue mas
lento en pases superiores. En cuanto a las CMMGW, no sufrieron cambios en la
morfologia durante los 5 primeros pases (Garzon et al., 2012).

Una vez aisladas y cultivadas estas células, demostramos su pluripotencialidad
diferenciando las CMEA, CEA y CMMGW al linaje mesodérmico a través de la
diferenciacién adipo-, osteo- y condrogénica y al linaje neuro-ectodérmico a través de
la diferenciacidon neurogénica.

Ya existen trabajos que demuestran la pluripotencialidad de estas células
mediante anadlisis inmunohistoquimicos y genéticos en los cuales las CMEA, CEA y
CMMGW se han diferenciado a los tres linajes germinales in vitro: endodérmico
(hepatocitos, células pancredticas, etc), mesodérmico (cardiomiocitos, miocitos,
osteoblastos, adipocitos) y ectodérmico (células neurales y astrociticas) (Insausti et al.,
2010; Tamagawa et al., 2008; Alviano et al., 2007; Soncini et al., 2007; Tamagawa,
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2007; Miki et al., 2005; In"t Anker et al., 2004; Sakuragawa et al., 2004; Mitchell et al.,
2003).

En nuestro trabajo, utilizamos estudios histoquimicos e inmunohistoquimicos in
vitro para confirmar la capacidad de diferenciacion de estas células y comparamos los
resultados de los tres tipos celulares. Con una estimulacién adecuada, durante 21 dias,
las poblaciones celulares derivadas de la MA y de la gelatina de Wharton del CU se
diferenciaron hacia adipocitos, osteoblastos y condrocitos. Al comparar los tres tipos
celulares, observamos diferencias en este potencial de diferenciacion celular.

Con respecto a la adipogénesis, la evaluamos con la tincion Oil Red O,
mostrando que las células cultivadas en este medio aumentaron de tres a cuatro veces
su tamafo, con numerosas células multinucleadas con gotas de lipidos dispersas por
todo el citoplasma (llancheran et al., 2007). Las CMEA mostraron mayor capacidad de
diferenciacion adipogénica que las CMMGW vy que las CEA. Sin embargo, Can vy
Karahuseyinoglu, (2007) mostraron que las células CMMGW mostraron el fenotipo de
los adipocitos a los 40 dias. Nuestros resultados fueron también similares a los de
Struys et al., (2011), resultados en que solamente menos de un tercio de las CMMGW
tenian potencial adipogénico (Choi et al., 2013; Salehinejad et al., 2012).

Respecto a la diferenciacién osteogénica, en comparacion con los controles,
bajo condiciones de induccion las células crecieron de 2 a 3 veces, y muchas fueron
binucleadas con depdsitos de hueso mineralizado al igual que le sucedid a llancheran
et al., (2007). Encontramos que las CMEA poseen una mayor capacidad de
diferenciacion osteogénica que las CEA al igual que Diaz-Prado et al., (2010a) y que las
CMMGW. A pesar de ello, las tres poblaciones fueron capaces de diferenciarse hacia
células con caracteristicas de osteoblasto. En cambio, los estudios de diferenciacién de
Bilic et al., 2008 discrepan con nuestros resultados. Sus resultados sugieren una
limitada plasticidad de las células amniéticas aisladas, al menos bajo condiciones de
induccidn in vitro. Las CEA parecen poseer mayor diferenciacion al linaje mesodérmico
gue las CMEA (Bilic et al., 2008), aunque solamente lo mostraron en la diferenciacion
osteogénica.

En la diferenciacidon condrogénica, las secciones de las micromasas derivadas de
las CMEA, CEA y CMMGW exhibieron una fuerte tincidn para el coldgeno tipo Il de Ia
MEC al igual que Liu et al., (2012) que lo comprobaron en las CMMGW. En general, no
hemos observado grandes diferencias en la capacidad condrogénica entre los distintos
tipos celulares. Observando las tinciones histoquimicas, lo Unico que podemos afirmar
es gue las micromasas formadas con las CEA se caracterizan por una mayor celularidad
y menor sintesis de MEC. Esto puede deberse a que son células con una proporcion
nucleo-citoplasma menor que las CMEA y que las CMMGW, y de ahi que se sintetice
menor cantidad de MEC.

Recientemente, salié se ha publicadoun trabajo en el campo de la Ingenieria
Tisular aplicada al tejido cardiovascular (Pu et al., 2017) en el cual, de forma similar a
nuestros objetivos, quisieron identificar que fuente de células es la mejor. En la
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investigacidén hacen una comparacion entre las células de la MA, sin separar las CEA de
las CMEA y de las CMMGW del CU. Todas las células las obtuvieron mediante el
método del explante, obteniendo en ambos casos células con morfologia fibroblastica.
Sus resultados describen que las CMMGW presentan mayor proliferacion, depdsito de
colageno y mayor viabilidad pero similar potencial de diferenciacién que las células
derivadas de la MA.

Aunque ya existian diferentes estudios que demostraban la capacidad de las
CMEA, CEA y CMMGW de poder ser inducidas a diferenciarse en células nerviosas in
vitro (Castillo-Melendez et al., 2013; Ma et al., 2005; Mitchell et al., 2003), y que ya
habian sido usadas en la Ingenieria Tisular del SNP sin diferenciar para promover la
recuperacién después de la lesion medular aguda, no habia ningun estudio
comparativo entre estas tres poblaciones en cuando al potencial de diferenciacion
neurogénico se refiere, por lo que nos propusimos dicho objetivo.

Las CEA, CMEA y CMMGW antes de la induccién neural ya expresan muchos
marcadores de células progenitoras neurales, neuronales y gliales (Wu et al., 2012;
llancheran et al., 2007; Sakuragawa et al., 2004; Mitchell et al., 2003; Sakuragawa et
al., 1996), pero cuando se cultivan con medio de induccién neural, las células
aumentan la expresion de estos marcadores y asumen una morfologia neuronal
perdiendo la morfologia epitelial y fibrobldstica (Miki et al., 2005). Asi pues, las CEA
bajo ciertas condiciones se pueden diferenciar a células neurales maduras que
sinteticen y liberen neurotransmisores, incluidos la acetilcolina, norepinefrina y
dopamina (Miki et al., 2005). Ademas, tanto las CMEA como CMMGW humanas
también se pueden diferenciar in vitro hacia células similares a células nerviosas
(Tamagawa et al., 2008; Fu et al., 2006b; Ma et al., 2005; Mitchell et al., 2003) e
incluso las CMMGW se pueden inducir hacia la diferenciacién en células de Schwann
funcionales y promover la regeneracién de nervios periféricos (Xiao y Wang, 2015;
Matsuse et al., 2010) y hacia células similares a neuronas dopaminérgias y células que
expresan acetil colina transferasa, sugiriendo que presentan un gran potencial en el
tratamiento de las enfermedades neurodegenerativas (Li et al., 2013).

Como primer objetivo para analizar la diferenciacién tanto de las CMEA, CEA y
CMMGW al linaje neuro-ectodérmico, nos propusimos mejorar la composiciéon del
medio de diferenciacion empleado en la inducciéon neural, afiadiendo diferentes
factores basandonos en la bibliografia. Para ello, lo preparamos afiadiéndole al medio
basal los siguientes factores adicionales: acido retinoico, ya que juega un papel
fundamental en el desarrollo del SNC, estimulando el crecimiento y migracién de la
cresta neural; bFGF que se expresa en el SNC y es necesario para desarrollo normal del
cortex (la interaccién entre estos dos factores es crucial para la diferenciaciéon neural)
(Niknejad et al., 2010); EGF porque las neuronas muestran una elevada supervivencia
cuando se tratan con este factor (Uchida et al.,, 2000); insulina que inhibe Ia
diferenciacion al linaje mesodérmico y endodérmico, promoviendo la diferenciacion
neuro-ectodérmica en CME humanas (Chang et al.,, 2010); y finalmente, 2-
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mercaptoetanol que induce a las células estromales de la médula dsea a diferenciarse
hacia neuronas (Ma et al., 2005).

La diferenciacion tanto de las CMEA, CEA y CMMGW al linaje neuro-
ectodérmico fue evidente después del cultivo de las células en el medio de induccion
neural anteriormente indicado, con cambios morfolédgicos significativos a los 4-5 dias
de cultivo adquiriendo la forma y fenotipo de las células nerviosas ademas de formar
estructuras similares a redes neuronales. Después de la induccién neural durante 21
dias las células mostraron una forma alargada y multipolar (Cho et al., 2012;
Manochantr et al. 2010; Brohlin et al. 2009; Tamagawa et al., 2008). Las células
inducidas a células nerviosas mostraron la expresién de marcadores neuronales como
NF y NGFR, de células gliales tales como GFAP y S100, ademdas de la vimentina,
indicando que también existe en nuestra poblacion células progenitoras neuronales y
gliales. La cuantificacion de la expresién de estos marcadores indicdo que el mayor
potencial de diferenciacion neurogénica lo mostraron las CMMGW vy las CEA con
diferencias significativas con respecto a las CMEA, excepto para GFAP que no
encontramos diferencias significativas entre los 3 grupos.

Otros investigadores también han observado que después del cultivo en sus
medios de induccion, las CMEA (Manochantr et al.,, 2010; Brohlin et al., 2009;
Tamagawa et al., 2008), CEA (Shinya et al., 2010) y CMMGW (Cho et al., 2012; Fu et al.,
2006b; Mitchell et al., 2003) expresaron morfologia similar con el desarrollo de
extensiones tipicas de las células nerviosas y expresaron marcadores de neuronas,
células gliales como astrocitos y oligodendrocitos pero en menor porcentaje, pudiendo
deberse al medio de induccidon que han utilizado. Las CEA también expresan algunos
neurotransmisores como acetilcolina (Sakuragawa et al., 1997; Sakuragawa et al.,
1996), y catecolaminas o dopamina (Elwan et al., 2003) al igual que las CMEA (Chang et
al., 2010) y CMMGW (Datta et al., 2011; Mitchell et al., 2003) que expresan tirosina
hidroxilasa y dopamina después de la induccion, asi como acetilcolina transferasa (Li et
al., 2013).

2. La Membrana Amniética como soporte para el cultivo de las células
similares a células nerviosas

Como mencionamos anteriormente, previamente en nuestro laboratorio,
usamos a la MA como soporte en Ingenieria Tisular para el cultivo de varios tipos
celulares, incluyendo condrocitos (Diaz-Prado et al., 2009b), células madre limbales
(Rendal-Vazquez et al., 2012), y piel (la presente tesis). Ademds de estas aplicaciones
existen fuertes evidencias de que la MA posee también caracteristicas estructurales
gue proporcionan las bases para su uso como soporte para la Ingenieria Tisular del
sistema nervioso (Li et al., 2013). Varios grupos han demostrado que es posible cultivar
neuronas directamente sobre la MA (Davis et al., 1987). Sin embargo, estas neuronas
son dificiles de aislar y cultivar. Por ello, nuestro siguiente objetivo fue valuar por
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primera vez el potencial de la MA como soporte para las CMEA, CEA y CMMGW
diferenciadas hacia células similares a células nerviosas.

Generalmente, para reparar lesiones del tejido nervioso se realiza un trasplante
de células mediante la inyeccién de la suspension celular. Sin embargo, la inyeccion
directa de células disociadas es dificil de controlar por el tamafio del injerto, la
localizacion y las funciones de las células, por lo tanto, no es suficiente para
reemplazar los defectos congénitos (Toda el al., 2007). Curiosamente, los estudios in
vivo en el que se inyectaron CEA en lesiones de cerebro de roedores o en lesiones de la
médula espinal no mostraron evidencia concluyente de la diferenciacién, pero si se vid
que los factores inmunosupresores y/o neurotréficos producidos por estas CEA
parecen ayudar a la reparacién (llancheran et al., 2007). Usando la MA como soporte
se puede impedir que las células se pierdan después de su inyeccion en modelos
animales y controlar los problemas descritos, y potencialmente en humanos,
proporcionando un soporte que se biodegrada a lo largo del tiempo (Li et al., 2013) y al
usar células ya diferenciadas en células similares a células nerviosas se podria restaurar
o regenerar el tejido.

Para la aplicacién de la MA como soporte en Ingenieria Tisular del sistema
nervioso, al igual que en el caso de su aplicacion a la regeneracion de la piel, tampoco
hay un consenso con respecto a si las células derivadas de la MA deberian ser
eliminadas para exponer completamente la membrana basal para la regeneracion de
los nervios. Mohammad et al., (2000) prepararon un conducto nervioso usando la MA
sin epitelio (CEA) obteniendo como resultado el crecimiento de tejido nervioso,
mostrando efectos de reparacion similares al injerto de nervios. Otros investigadores,
sin embargo, usaron la MA con CEA para preparar una camara para regenerar nervios,
en la cual el tejido nervioso procedente de ratas, con células de Schwanny los factores
neurotroficos secretados, fueron sembradas dentro para fortalecer los efectos del
soporte nervioso guiando la regeneracion de los nervios (Henry et al., 2009; O’Neill et
al., 2009). Por tanto, la MA con o sin epitelio puede ser usada como soporte para guiar
en cierta medida el crecimiento de los nervios (Lietal., 2013).

La interaccidn del axdn que se extiende con un microambiente permisivo puede
aumentar la probabilidad de iniciaciéon axonal, velocidad de alargamiento y grado de
ramificacion. Se acepta generalmente que la regeneracion del SNC no ocurre
facilmente debido en parte al entorno de crecimiento no permisivo y la falta de
factores de crecimiento adecuados, a diferencia de la regeneracién que se produce con
bastante facilidad en el SNP. Cuando una neurona del SNC se coloca en un entorno
similar al SNP se puede regenerar (David y Aguayo, 1981). La laminina es el
componente mas abundante de la MEC periférica, se sobrerregula después de la lesion
del nervio periférico (Wallquist et al., 2002) y probablemente desempefia un papel
fisiolégico en la regeneracion axonal estimulando el crecimiento y mejorando Ia
proliferaciéon de neuritas cuando se usa como sustrato (Rankin et al 2008). Esto se vio
en las investigaciones de Danielsen et al., (1988) en un modelo animal con ratas en
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donde colocaron una tira de MA entre el septo axotomizado y el hipocampo
denervado y tres meses después pudieron apreciar el crecimiento de fibras nerviosas
solamente sobre el lado de la laminina de la MA. Por ello, para preparar el soporte de
MA, la descelularizamos y dejamos la membrana basal libre de las CEA, dejando al
descubierto la laminina, para observar cdmo se comportaban las células diferenciadas
a células nerviosas sobre este soporte, que es el que usamos en el equivalente de piel.
Como dijimos anteriormente, al comparar diferentes tratamientos el que mejor nos
funciond fue el de 1% de T/E a 37°C durante 30 min. Este tratamiento elimind
completamente las CEA y CMEA sin dafiar la MEC manteniendo los componentes
esenciales para la adhesion celular, proliferaciéon y remodelacion del tejido (Liang et al.,
2009). Estos componentes son el coldgeno IV, heparan sulfato, PG, fibronectina y la
laminina que se parecen a los componentes de la membrana basal de las células de
Schwann e in vitro promueven la adhesién de las células nerviosas y estimulan la
elongacién axonal en neuronas del SNC y SNP (Li et al., 2013).

Una vez descelularizada la MA, sembramos las CMEA, CEA y CMMGW
diferenciadas a células similares a células nerviosas sobre la membrana basal de ésta.
En nuestro equivalente de tejido nervioso, las células similares a células nerviosas
mostraron una morfologia similar a la de las células nerviosas con extensiones y se
adhirieron bien a la membrana basal de la MA después de 7 dias de cultivo. Ademas,
los axones de estas células se integraron perfectamente en el estroma de la MA. Estos
resultados concuerdan con la descripcién previa de que las células nerviosas crecen
extensivamente solamente por este lado de la MA debido a la adhesién neural a través
de moléculas que se unen a la laminina (Davis et al., 1987).

Por tanto, este modelo in vitro podria abordar algunos de los inconvenientes de
los cultivos de neuronas y la pérdida de células una vez inyectadas en el modelo
animal.

3. Medio condicionado por la MA

Otro factor clave involucrado en la déptima regeneracién axonal después del
dano es el apoyo trofico proporcionado por las neurotrofinas, que estimulan la
iniciaciony extensién de las neuritas (Rankin et al., 2008).

Las CEA han sido usadas para tratar enfermedades neurodegenerativas como la
enfermedad del Parkinson porque tienen potencial neurorestaurativo vy
neuroprotector, producido por factores tréficos y antiangiogénicos que estimulan la
angiogénesis, diferenciacion neural y supervivencia de las neuronas (Uchida et al.,
2000) y decrece la muerte celular por apoptosis (Castillo-Melendez et al., 2013). Estos
factores neurotroficos incluyen el NGF, NT-3 y el BDNF (Toda et al., 2007). Las CEA
también secretan factores inmunosupresores que podrian facilitar el injerto al suprimir
la antigenicidad HLA y secretan factores de crecimiento y citoquinas que pueden
estimular la diferenciacidén de poblaciones de células madre enddgenas y/o ayudar en
la curacién y la reparacion de heridas in vivo (llancheran et al., 2007).
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Por ello, se han realizado diferentes estudios sobre la actuacion de los factores
de crecimiento y citoquinas secretados por las CEA sobre la proliferaciéon y capacidad
de migracién de distintos tipos de células que demuestran que la solucién derivada de
estas células tiene un efecto beneficioso sobre |la curacion de las heridas in vitro por
parte de las células epiteliales corneales al incrementar la migracién de estas células y
la proliferaciéon a medida que se incrementan las concentraciones (Choi et al., 2009).
También esta solucion favorece la migracidn de los queratinocitos y de los fibroblastos
durante la fase proliferativa de la curacién de las heridas favoreciendo Ila
reepitelizacion (Uberti et al., 2010). Con respecto al efecto que tiene este medio
condicionado sobre las neuronas, en el estudio de Uchida et al., (2000 y 2003) al
cultivar neuronas corticales de embriones de rata con una solucién comercial de
citoquinas derivadas de la MA, éstas aumentaron considerablemente su proliferacion y
crecimiento de las neuritas comparado con el medio control. Otros estudios como el
de Venkatachalam et al., 2009 demostraron la accidn de los factores de crecimiento y
citoquinas secretadas por las CEA sobre células retinales neurales de pollo, las cuales
solamente crecian con el medio condicionado por las CEA. En el estudio de Yang et al.,
(2013), usaron CMM de la sangre de CU diferenciandolas hacia células similares a
neuronas dopaminérgicas con este medio. Las CMEA y las CMMGW, también
promueven la reparacién del tejido a través de la secrecidén de factores solubles que
favorecen la supervivencia celular y la regeneracion neural (neurogénesis y
sinaptogénesis) a través de factores neurotréficos, tales como NGF y BDNF (Brohlin et
al., 2009). Otras acciones incluyen remielinizaciéon e inhibicion de la apoptosis e
inflamacion  (Castillo-Melendez et al.,, 2013) por citoquinas y factores
inmunomoduladores, tales como TGF-B, HGF, prostaglandina E2, IL-10, indoleamina
2,3-dioxigenasa, 6xido nitrico y el HLA-G (Struys et al., 2011).

Todos estos factores de crecimiento secretados se reducen al eliminarlas CEAy
CMEA durante el proceso de descelularizacion asi que nosotros los rescatamos
mediante el medio condicionado por la MA.

Basandonos en estos descubrimientos, nosotros evaluamos por primera vez el
efecto del medio condicionado por la MA sobre la proliferacion de las células similares
a células nerviosas obtenidas desde las CMEA, CEA y CMMGW. Para ello, sembramos
cada uno de estos tipos celulares con varias concentraciones del medio condicionado
por la MA, comparando la proliferacién obtenida con respecto al medio control. Los
resultados sugirieron que el medio condicionado por la MA favorecié la proliferaciéon
de las células similares a células nerviosas diferenciadas desde las CMEA, CEA vy
CMMGW de manera dosis dependiente sin diferencias significativas comparadas con el
medio control aunque las CMEA diferenciadas a células similares a células nerviosas
mostraron mayor proliferaciéon. La no existencia de diferencias significativas puede
deberse a que el medio control es un medio especifico de neuronas, con lo cual
nuestras células ya presentan una buena proliferacién en dicho medio.
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En resumen, la MA y el CU son dos posibles fuentes alternativas de células
madre que se extraen y cultivan in vitro facilmente, mientras mantienen una elevada
capacidad proliferativa. Las CMEA y las CEA obtenidas de las MA y las CMMGW
obtenidas de la gelatina de Wharton de los CU tienen un gran potencial para la sintesis
de un equivalente de tejido nervioso por su habilidad para diferenciarse en células
similares a células nerviosas no pudiendo afirmar que una fuente es mejor que otra.
Ademads, la MA descelularizada es un buen soporte para estas células previniendo
también la dispersién de las células una vez trasplantadas. Finalmente, el medio
condicionado por la MA potencia la proliferacién de las células similares a células
nerviosas diferenciadas desde CMEA, CEAy CMMGW.

Sintesis

Aunque la Ingenieria Tisular de la piel tiene una larga historia, los tratamientos
actuales todavia no son capaces de regenerar completamente la piel dafada
(Cerqueira et al., 2012). No hay modelos de piel que completamente repliquen la
anatomia, fisiologia, estabilidad bioldgica o naturaleza estética de la piel lesionada
(Metcalfe y Ferguson, 2007). Estos equivalentes de piel a menudo no tienen
melanocitos y por lo tanto no presentan pigmentacién, ni tampoco contienen nervios
lo que conlleva a la ausencia de sensacion, T2 y/o presion (Metcalfe y Ferguson, 2007).

Es por ello, que nosotros quisimos estudiar la regeneracién del sistema
nervioso porque posteriormente se podrian aplicar al correspondiente modelo de
equivalente de piel in vitro consiguiendo inervarlo, lo que conlleva también a la mejora
de la melanogénesis (Kumakiri et al., 1978) y angiogénesis.
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Conclusiones

De acuerdo con los resultados obtenidos en la presente Tesis Doctoral,
establecimos las siguientes conclusiones:

La eliminacion de productos potencialmente téxicos como la toxina colérica del
medio de cultivo permite obtener queratinocitos y los equivalentes de piel en el
mismo periodo de tiempo que utilizando medios que la incluyen.

La utilizaciéon de plasma humano como fuente de fibrina, utilizando 4&cido
tranexamico y cloruro célcico, permite obtener un soporte adecuado para
desarrollar un equivalente de piel completamente autélogo.

El equivalente de piel usando el cultivo de los queratinocitos sobre matrices de
fibrina con fibroblastos revelé la existencia de una MEC bien organizada con
abundantes fibroblastos de morfologia fusiforme, asi como de un epitelio en Ia
superficie organizado en varias capas de células equivalentes al epitelio de la piel
normal.

En el modelo animal el injerto del equivalente de piel basado en la matriz de fibrina
produce una buena integracion del equivalente a los 21 dias, que es total a los 4
meses, lo que da lugar a la curacion de la lesion. Estos buenos resultados sugieren su
posible uso clinico.

El mejor tratamiento para descelularizar la MA es 1% de T/E a 372C durante 30 min.
Este tratamiento no afecta a la estructura de la membrana basal ni a los
componentes de la MEC.

El lado epitelial de la MA descelularizada es util como soporte para la proliferacién de
los queratinocitos y el lado estromal para los fibroblastos, manteniendo su fenotipo.

Se puede sintetizar un equivalente de piel in vitro con los fibroblastos sembrados por
el lado estromal y los queratinocitos sobre la membrana basal del lado epitelial de la
MA descelularizada.

La MA y el CU son una fuente alternativa de células madre que pueden ser facilmente
aisladas y cultivadas in vitro, manteniendo una gran capacidad de proliferacion y
diferenciacion.

Las CMEA y CEA obtenidas a partir de la MA y las CMMGW obtenidas a partir de CU
presentan un gran potencial de diferenciacién hacia los tres linajes embrionarios y
capacidad de diferenciarse hacia células similares a células nerviosas.
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Conclusiones
10. La membrana basal de la MA descelularizada funciona como un buen soporte para el

crecimiento y elongacion axonal de células similares a células nerviosas in vitro.

11. El medio condicionado por la MA ayuda a la proliferacién de las CEA y CMMGW
diferenciadas a células similares a células nerviosas pero no de las CMEA
diferenciadas aunque los resultados no son estadisticamente significativos.
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