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Los recientes avances en el campo de la Ingenieria Tisular han permitido
el desarrollo de diferentes estrategias para la generacion de piel artificial,
dando respuesta terapéutica a déficits cutaneos de gran tamarfo. Estos
progresos son de vital importancia en el algoritmo terapéutico de las
guemaduras de gran extensidén y constituyen el marco idéneo para el
perfeccionamiento de numerosas herramientas de reparacion y reempla-

Zo tisular.

Uno de los principales inconvenientes de la piel artificial es el requeri-
miento de una gran cantidad de células epiteliales viables en un periodo
corto de tiempo. Consecuentemente, el proceso de biofabricacién de piel
artificial es especialmente complejo. En este sentido, las estrategias que
permitan el perfeccionamiento de los cultivos de células epiteliales y re-
duzcan el tiempo de fabricacion de la piel artificial podrian tener un gran
impacto en los pacientes. El secretoma de las células madre mesenqui-
males puede contribuir a este propdsito, tratAndose de un producto de

facil obtencidén con un importante potencial terapéutico.

En la presente Tesis Doctoral se han estudiado tres fuentes de secreto-
ma cuya obtencion es sencilla y no genera morbilidades en la zona do-
nante. Se trata del secretoma derivado de células madre mesenquimales
del tejido adiposo, del secretoma derivado de células madre mesenqui-
males presentes en la pulpa dental y del secretoma derivado de células
madre mesenquimales procedentes de la gelatina de Wharton del cordén
umbilical. Asi pues, se analizaron los efectos de estas tres fuentes de
secretoma al aplicarse sobre cultivos de células epiteliales durante 24,
48, 72 y 120h. El disefio experimental in vitro determiné la capacidad del
secretoma de mantener la viabilidad celular, potenciar la proliferacion ce-
lular y favorecer la reparacion de heridas. Posteriormente, se analizo el
efecto del secretoma in vivo aplicandolo sobre lesiones infligidas en el

dorso de ratas Wistar.
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Tanto los estudios in vitro como in vivo demostraron que el uso de secre-
toma derivado de células madre mesenquimales podria mejorar los pro-
tocolos de cultivo de células epiteliales actualmente disponibles. Ade-
mas, los resultados demostraron que el secretoma procedente de células
madre mesenquimales de la pulpa dental y de la gelatina de Wharton del
corddn umbilical posee mayores efectos inductores que el secretoma ob-

tenido de las células madre mesenquimales del tejido adiposo.

En lo que se refiere a los estudios in vivo, los resultados confirmaron los
hallazgos encontrados a nivel in vitro. Asi pues, se aprecia que las heri-
das de los animales tratados con secretoma de células madre mesen-
guimales de gelatina de Wharton del cordon umbilical y, sobre todo, las
heridas de los animales tratados con secretoma de células madre me-
senquimales de la pulpa dental tienden a mejorar los tiempos de repara-

cion de heridas sin presentarse efectos secundarios.

Los resultados de la presente Tesis Doctoral ponen de relieve que el uso
de secretoma derivado de las células madre mesenquimales podria con-
siderarse una herramienta terapéutica prometedora capaz de optimizar
los procesos de reparacion de heridas cutaneas asi como de mejorar los

tiempos de generacion de piel artificial.
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1.1. La Piel
1.1.1. Generalidades y Funciones

La piel es el 6rgano mas grande del cuerpo y representa alrededor del
20% del peso del individuo. Su superficie aproximada es de 2 m? y posee
un alto contenido en agua cuyo propdésito es aportar turgencia y elastici-
dad a la piel, propiedades indispensables para el correcto desarrollo de

las funciones que se le otorgan (1-3).

A este 6rgano se le atribuyen numerosas y variadas competencias, que
van desde las funciones de proteccion y aislamiento a las funciones
sensitivas, pasando por importantes funciones metabdlicas. Asi pues,
una de las principales atribuciones de la piel es la proteccion y el
aislamiento frente a agentes externos como el frio, el calor, la radiacion
ultravioleta, los agentes toxicos, y los microorganismos. Asimismo, a la
piel se le confiere una importante funcion sensitiva a través de la
percepcién de estimulos que permiten conocer el entorno y responder
ante el mismo. Ademas, esta funcion sensitiva contribuye a la proteccion
del organismo ya que permite la respuesta frente a estimulos nocivos
como las quemaduras o las alteraciones de la solucion de continuidad
cutanea (4). Desde el punto de vista metabdlico, otra de las funciones de
la piel es la conservacion del medio interno, es decir, el mantenimiento
del equilibrio electrolitico e hidrostatico, asi como la termorregulacion.
Todo ello con el objetivo de conservar las caracteristicas fisicas y
guimicas corporales y el correcto desarrollo de las funciones vitales (5).
Por dltimo, la piel cumple un papel importante en el metabolismo de la
vitamina D, concretamente participando en la activaciéon enzimatica de

dicha vitamina mediante la accion de la radiacion ultravioleta (6).

Una vez estudiadas las funciones de la piel se torna prioritario analizar su
estructura histolégica como eje fundamental para el entendimiento de la

fisiologia cutdnea y su patologia.
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1.1.2. Histologia

Desde el punto de vista histoldgico, la piel se compone de tres capas,
gue desde el exterior hacia el interior son la epidermis, la dermis y la hi-
podermis (7). A continuacion, se describiran las principales caracteristi-
cas histolégicas de cada una de ellas. Ademas, se detallaran las particu-
laridades histologicas de los anejos cutaneos, la vascularizacion y la

inervacion de la piel (Figura 1).

; . } Epidermis

-~ 41 Dermis

"‘ \‘

- r Hipodermis } \J
\

Figura 1. Imagen histolégica de piel humana teflida mediante la técnica de Hematoxilina-
Eosina. A: Imagen general de las tres capas de la piel. B: Imagenes de cada una de las tres
capas, desde la zona mas externa a la mas interna (epidermis, dermis e hipodermis). Barra de

magnificaciéon 200 um.

1.1.2.1. Epidermis

La epidermis es la capa mas externa de la piel y su origen embriolégico
es el ectodermo. Esta capa esta constituida principalmente por células
epiteliales, denominadas queratinocitos, que se organizan formando un

epitelio estratificado plano queratinizado. Este epitelio, a su vez, se orga-
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niza en cuatro capas o estratos. En el caso de las palmas de las manos y
las plantas de los pies, se distinguen cinco estrados, al afadirse el estra-
to lacido a los cuatro estratos que conforman la estructura el resto de la
piel del cuerpo. De interno a externo se distingue el estrato basal, el es-
trato espinoso, el estrato granuloso, el estrato ltcido y, por ultimo, el es-

trato corneo (8) (Figura 2).

Estrato corneo

Estrato Licido [_ . = N

Estrato GranulosoE ( & , w

Estrato
Espinoso

Estrato
Basal

_\ ‘/\

Membrana Basal

Figura 2. Esquema del epitelio estratificado plano queratinizado de la epidermis humana. Los
estratos que lo forman, desde la zona mas interna a la externa, son: estrato basal, estrato espi-
noso, estrato granuloso, estrato lacido y estrato cérneo (Elaborado con la aplicacién en linea

Biorender.com)

El estrato més interno de la epidermis es el estrato basal, suprayacente a
la membrana basal y constituido principalmente por queratinocitos de
morfologia cilindrica. Los queratinocitos del estrato basal presentan una
alta actividad mitética debido a su alta capacidad de autorenovacion.
Ademas de queratinocitos, la epidermis de la piel en su estrato basal
contiene células de Merkel y melanocitos (9). Las células de Merkel son

receptores sensitivos cuya funcién principal es recibir estimulos de pre-
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sion estando asociadas a fibras nerviosas amielinicas. Por otra parte, los
melanocitos son células dendriticas originadas embriolégicamente en la
cresta neural, cuya funcion es la sintesis de melanina. La melanina, tiene
como funcion principal la pigmentacion de la piel y por ende, cumple una

funcién fotoprotectora frente a los rayos ultravioleta (10).

Suprayacente al estrato basal, se encuentra el estrato espinoso o capa
de Malpighi, el cual es el estrato mas grueso de la epidermis. Sus células
son poliédricas y presentan gran actividad mitética, aunque menor en
comparacion con los queratinocitos del estrato basal. Uno de los
hallazgos citolégicos mas relevantes de estos queratinocitos es la
presencia abundante de uniones intercelulares de tipo desmosoma que
mediante su observacion empleando microscopia electronica, muestran
el patron espinoso que da nombre a este estrato. Ademas de
queratinocitos, en el estrato espinoso se encuentran las células de
Langerhans, células dendriticas con prolongaciones citoplasmaticas que
discurren entre los queratinocitos (11,12). Estas células dendriticas

forman parte del sistema mononuclear fagocitico.

Continuando del estrato mas interno a mas externo se encuentra el
estrato granuloso, formado por células que contienen granulos de
gueratohialina, necesaria para la produccion de gqueratina. ES en este
estrato donde comienza el proceso de degeneracion de los
queratinocitos, manteniendo intactos aun todos sus componentes
celulares (13). Como se ha mencionado anteriormente, en la piel gruesa,
concretamente en la zona palmar de las manos y plantar de los pies, por
encima del estrato granuloso, se puede identificar la presencia del
estrato lucido (14). Este estrato lucido estd compuesto por queratinocitos
aplanados que carecen de nucleo y cuyo citoplasma es rico en
filamentos de eleidina y queratina. La eleidina es una forma intermedia

entre la queratohialina y la queratina que otorga una apariencia de

10
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transparencia al estrato IUcido caracteristico de la zona palmar y plantar,

contribuyendo a bloquear la penetracion o pérdida de agua (15).

Finalmente, el estrato mas superficial de la piel es el estrato cérneo,
formado esencialmente por células epiteliales denominadas corneocitos,
carentes de nucleo y con alto contenido en queratina, una proteina
hidrofoba que contribuye a la impermeabilidad de la piel al agua y

cornifica la superficie cutanea (16).

Los queratinocitos de la epidermis proliferan y maduran desde el estrato
basal hasta el estrato corneo mediante un proceso de diferenciacion
celular que tarda aproximadamente 28 dias, pasado el cual los
corneocitos acaban descamandose de manera natural, siendo sustituidos
por nuevas células de estratos subyacentes en un proceso de

autorenovacion continua (17).

Inferior a la epidermis se localiza la membrana basal. Este sitio de ancla-
je entre la epidermis y la dermis constituye la uniébn dermoepidérmica de
la piel (Figura 3). En este sentido, la funcion de la membrana basal es
principalmente mecénica, ya que permite la adhesion de la epidermis a la
dermis y por tanto, aporta estabilidad funcional a la union dermoepidér-
mica. Para llevar a cabo la funcién de anclaje entre las células epiteliales
y la membrana basal es necesario contar con la presencia de estructuras
de unién denominadas hemidesmosomas. Concretamente, los hemides-
mosomas se sitian en la superficie inferior de los queratinocitos basales,
en la que se identifica una placa de fijacion intracitoplasmatica a la que
se unen estructuras filamentosas con un dominio intracelular, un seg-
mento transmembranoso y un dominio extracelular que se proyecta hacia

la membrana basal (18).

La membrana basal cuenta con dos estructuras principales, la lamina G-
cida y la lamina densa, cuya identificacion requiere del uso de un micros-

copio electronico de alta capacidad de resolucion de ultraestructuras. En

11
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la lamina lucida, situada suprayacente a la lamina densa (Figura 3), se
encuentran varias estructuras filamentosas finas con funcion de anclaje
gue se extienden desde los hemidesmosomas de los queratinocitos ba-
sales hasta la lamina densa. El componente principal de estas estructu-
ras filamentosas es la laminina, una glucoproteina que, conjuntamente
con otras moléculas como el colageno, la entactina o la fibronectina hace

posible esta funcién estructural (19).

Subyacente a la lamina lUcida se observa la lamina densa, una estructu-
ra de 35-45 nm cuya funcién es el anclaje de las estructuras filamentosas
que atraviesan la lamina lucida, dando asi sostén a los queratinocitos
basales (Figura 3). El principal componente de la lamina densa es el co-
lageno tipo IV, sin embargo, también se encuentran proteoglicanos vy la-

minina (20).

Hemidesmosoma

Queratinocitos Basales Lamina Lucida

(Filamentos de Queratina) Lamina Densa

Figura 3. Imagen de la membrana basal de la piel humana obtenida mediante microscopia
electronica de transmision. Se identifica la lamina lacida, la lamina densa y los hemidesmoso-

mas. Imagen obtenida y modificada de plasticsurgerykey.com

1.1.2.2. Dermis

Inferior y en contacto con la membrana basal se encuentra la dermis, una
capa que deriva embriolégicamente del mesodermo. Las funciones prin-

cipales de la dermis son servir de soporte estructural de la piel asi como

12
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contribuir a la nutricion de la epidermis (21). Se distinguen dos elementos

principales: células y matriz extracelular.

A nivel celular, en la dermis se hallan fibroblastos cuya funcion es
sintetizar fibras de colageno y elasticas (22). Otro tipo celular presente en
la dermis de la piel son los macrofagos, que forman parte del sistema
mononuclear fagocitico y desarrollan funciones de defensa mediante la
eliminacion de microorganismos infecciosos (23). También es resefiable
la presencia de mastocitos, células que contienen principalmente hista-

mina y desempefian un papel esencial en las reacciones alérgicas (24).

A nivel de matriz extracelular, la dermis estd constituida por un compo-
nente fibrilar formado por fibras de coldgeno y elasticas en su mayoria, y
un componente no fibrilar constituido por proteoglicanos, glucosaminogli-
canos y glucoproteinas multiadhesivas (25). EI componente fibrilar con-
tiene fundamentalmente colageno, el elemento mas importante de la der-
mis y el responsable de la resistencia tensional. La elastina, por su parte,
es el principal componente de las fibras elasticas, que se encargan de
aportar elasticidad a la piel (26). En relacién al componente no fibrilar,
también llamado sustancia fundamental, est4 constituido por pro-
teoglicanos, glucosaminoglicanos, y glucoproteinas multiadhesivas cuya
funcién es mantener el equilibrio acido-basico y permitir la adhesion e
interaccién de la células de la dermis con los componentes fibrilares de la

matriz extracelular (27).

En la dermis de la piel humana se pueden distinguir dos zonas
histolégicamente bien definidas, la dermis papilar y la dermis reticular. La
dermis papilar es la parte de la dermis mas superficial y contiene abun-
dantes fibras elasticas filiformes que se organizan formando una red irre-
gular con un alto contenido en moléculas de colageno de tipo | y lll. Ade-
mas, la dermis papilar cuenta con numerosos vasos sanguineos que irri-
gan la epidermis, asi como prolongaciones nerviosas relacionadas con la

funcion sensorial de la piel.
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En segundo lugar, y situandose por debajo de la dermis papilar, se locali-
za la dermis reticular. La dermis reticular es una estructura con un
espesor mayor que la dermis papilar y se caracteriza por tener haces
gruesos e irregulares de fibras elasticas y de colageno, sobre todo de
tipo | (28). La orientacion de estas fibras genera las lineas regulares de la
piel conocidas como lineas de Langer. Estas lineas seran importantes a
nivel clinico, ya que la disposicion de las incisiones y la cicatrizacion
paralela a estas lineas disminuye la probabilidad de cicatrices
patologicas y a su vez contribuye a la obtencion de mejores resultados

estéticos (29).

1.1.2.3. Hipodermis

De superficial a profundo, después de la dermis se encuentra la hipo-
dermis. Esta capa de la piel estd formada principalmente por I6bulos adi-
posos separados por septos fibrosos de tejido conectivo por los que dis-
curren nervios, vasos sanguineos y vasos linfaticos (30). Del mismo mo-
do que la dermis, el origen embriolégico de la hipodermis es el meso-

dermo.

En referencia a las principales funciones de la hipodermis debe mencio-
narse el aislamiento térmico y su contribucion como reserva energética
mediante los depdsitos lipidicos que la configuran. Ademas, la hipoder-
mis tiene un rol estructural importante permitiendo que la piel se deforme
sin verse alterada su integridad. De esta manera, la hipodermis funciona
también como proteccidn contra traumatismos u otro tipo de agresiones
mecanicas. La hipodermis es una zona en continua evolucion, pues la
sintesis y almacenamiento de grasa se prolonga durante toda la vida
(32).
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1.1.2.4. Anejos cutaneos

Tras describir las capas de la piel, a continuacion se explicaran las carac-
teristicas histolégicas principales de los anejos cutaneos, estructuras que
derivan de células epidérmicas de la capa basal que se invaginan hacia
la dermis durante el desarrollo embrionario. Entre los anejos cutaneos se
distinguen los foliculos pilosos, las glandulas sebaceas, las glandulas
sudoriparas ecrinas, las glandulas sudoriparas apocrinas y las ufias. Se-

guidamente se detallan sus principales caracteristicas.

En primer lugar, el foliculo piloso, que se dispone en la dermis y es sos-
tenido en su base por el masculo piloerector. El foliculo piloso se halla en
relacion con glandulas sebaceas y en algunas zonas esta asociado tam-
bién a glandulas sudoriparas apocrinas. Las Unicas zonas del cuerpo en
las que no se hallan foliculos pilosos son las palmas de las manos, plan-
tas de los pies y cara lateral de dedos tanto de manos como de pies. Los
pelos estan sometidos a un periodo ciclico de crecimiento cuya duracién
depende de la region corporal (32,33). En relacién a su funcién, los pelos
se relacionan con la recepcion de estimulos tactiles, forman parte de los
caracteres sexuales secundarios y se comportan como atributo estético
en el cuero cabelludo (34). El epitelio folicular ejerce un papel fundamen-
tal ya que contiene una importante reserva de células basales a partir de
las cuales tendra lugar el proceso de reepitelizacion, una funcion muy
importante en situaciones patolégicas tales como las quemaduras (35).
Las quemaduras que no responden al manejo conservador, es decir, las
gue no epitelizan espontaneamente y requieren abordajes quirdrgicos,
son las quemaduras de segundo grado profundo y tercer grado. Una de
las caracteristicas para identificar la profundidad de las quemaduras es la
ausencia de foliculos pilosos y por lo tanto la incapacidad de epitelizacion

espontanea (36).

Otro anejo cutaneo importante son las glandulas sebaceas. Se trata de

estructuras dispuestas lateralmente a la vaina externa de la raiz del fo-

15



Efecto del uso de Secretoma de Células Madre Mesenquimales
en la Generacion de Piel Humana mediante Ingenieria Tisular

liculo piloso. Su distribucion corporal es desigual siendo mas numerosas
en la cara, cuero cabelludo y periné (37). En algunos casos drenan direc-
tamente a la superficie cutanea y poseen nombres propios como el caso
de la glandulas de Meibomio en los parpados o los tubérculos de Mont-
gomery en la areola mamaria (38,39). Sin embargo, habitualmente dre-
nan en el interior del foliculo piloso. El contenido de las glandulas seba-
ceas se denomina sebo y consiste en una mezcla de lipidos. Debido a la
naturaleza de su contenido, esta secrecion es de caracter hidrofébico y
contribuye a mantener la flexibilidad y la hidratacion de la piel ademas de

colaborar en la defensa frente a microorganismos (40).

Ademas de los foliculos y las glandulas sebéaceas, las glandulas sudori-
paras también se consideran anejos cutaneos. Es importante distinguir
dos subgrupos con caracteristicas diferenciadas: las glandulas sudoripa-
ras apocrinas y las ecrinas. Las primeras, cuya localizacidbn mayoritaria
son las regiones axilar, mamaria y anogenital, producen una secrecion
mas densa (41) y su componente secretor se ubica habitualmente en la
parte mas profunda de la dermis o en la hipodermis abriéndose a los fo-
liculos pilosos (42). Por otra parte, las glandulas sudoriparas ecrinas se
distribuyen por todo el cuerpo y se abren directamente a la superficie de
la piel. Su secrecion es mas liquida y se consideran elementos funda-

mentales en el proceso de termorregulacion (43).

Finalmente, las ufias son laminas queratinizadas dispuestas sobre el le-
cho ungueal. La zona proximal de la ufia posee una zona germinativa o
matriz encargada de la produccién de queratina y, por lo tanto, del creci-
miento ungueal (44). La queratina hallada en las ufias se denomina que-
ratina dura y no se descama, a diferencia de la queratina blanda, carac-

teristica de los estratos méas superficiales de la epidermis (45).
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1.1.2.5. Vascularizacion

El riego sanguineo de la piel proviene de vasos perforantes septocuta-
neos 0 musculocutaneos, es decir, vasos que aportan irrigacion prove-
niente de planos profundos a través de musculos o septos intermuscula-
res (46,47). A continuacién, el aporte sanguineo se distribuye formando
un plexo superficial y un plexo profundo comunicados a través de vasos

intercomunicantes.

El plexo superficial se localiza en la porcién alta de la dermis reticular
desde el cual se generan asas capilares que se distribuyen por la dermis
papilar. A su vez, el plexo vascular profundo se halla en la unién dermo-

hipodérmica (Figura 4) (48).

Epidermis

> Dermis

Hipodermis

Figura 4. Esquema del plexo vascular superficial, plexo vascular profundo y vasos intercomu-

nicantes. (Elaborado con la aplicacion en linea Biorender.com).

1.1.2.6. Inervacioén

Una de las funciones mas resefiables de la piel es la contribucién a la

percepcion sensorial y a la relacion con el entorno. Por una parte, el sis-
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tema nervioso autonomo inerva las estructuras vasculares y los anejos
cutaneos, mientras que la inervacion responsable de la sensibilidad cu-

tanea esta formada por varios tipos de terminaciones nerviosas.

En primer lugar, existen terminaciones nerviosas libres, responsables de
la percepcion de la temperatura y el dolor. En segundo lugar, se distin-
guen terminaciones nerviosas asociadas al foliculo piloso vy, finalmente,
destacan terminaciones encapsuladas donde se hallan los corpusculos
de Krause encargados de la percepcion del frio, los corpusculos de Ruf-
fini relacionados con la percepcién del calor, los corpusculos de Meissner
indispensables para el tacto fino o los corpusculos de Pacini relacionados

con la presion mecanica profunda y la vibracion (49-51).

1.1.3. Patologias

Existen numerosas enfermedades propias de la piel de caracteristicas
muy dispares. Ademas de estas alteraciones primarias, hay que conside-
rar que la piel puede presentar alteraciones que pongan de manifiesto
una enfermedad sistémica, es decir, una enfermedad que afecta al orga-
nismo por completo, ademas de la piel. Por este motivo, un diagndstico
temprano de las alteraciones cutaneas puede ser beneficioso para pre-
venir o tratar el avance de enfermedades sistémicas potencialmente da-
Ainas. Algunos ejemplos de estas manifestaciones son las metastasis
cutaneas o bien las alteraciones cutdneas apreciadas en el paciente dia-
bético (52,53).

Es dificil resumir todas las patologias de la piel, sin embargo, es posible
agruparlas. A continuacion, se describen de forma resumida las distintas

patologias cutaneas.

En primer lugar, las enfermedades infecciosas de la piel, dentro de las
cuales se engloban las dermatosis bacterianas, las parasitosis, las infec-
ciones causadas por micobacterias, las ocasionadas por virus asi como

las micosis, cuya causa son los hongos (54).
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En segundo lugar, las dermatosis eritematoescamosas, donde tienen ca-
bida la dermatitis por contacto, la dermatitis atdpica, la dermatitis sebo-
rreica, la psoriasis o el liquen plano (55). Este grupo de enfermedades
presentan como caracteristica clinica comun las lesiones descamativas
sobre un fondo eritematoso o enrojecido. Aunque el diagndstico de estas
entidades suele ser clinico, en casos de dudas puede ser necesaria una
biopsia, donde pueden hallarse alteraciones como la hiperqueratosis o
aumento del espesor de la capa cérnea de la epidermis y la paraquerato-
sis 0 presencia de nucleos en los corneocitos. Todo ello conduce a una
hiperplasia epidérmica que se traduce en un engrosamiento del espesor

de esta capa (56).

Siguiendo la descripcion de los principales grupos de enfermedades
dermatoldgicas se encuentran las patologias de base autoinmune. Se
engloban en este grupo las enfermedades ampollosas o las conectivopa-
tias. En general, las enfermedades autoinmunes presentan reacciones
iInmunitarias cuya diana son estructuras del propio organismo como la

membrana basal o los desmosomas (57,58).

Ademas de las anteriores, deben considerarse las dermatosis metabali-
cas, que incluyen las porfirias, las manifestaciones cutaneas de la diabe-
tes mellitus o las avitaminosis (59). Estas alteraciones metabdlicas pue-
den ser sospechadas en base a alteraciones cutaneas precoces y su
identificacion en el examen clinico es esencial para iniciar el tratamiento

de las mismas en estadios iniciales, mejorando asi el prondstico (60).

Otro gran grupo de patologias cutdneas lo configuran las vasculitis y las
paniculitis. Se trata de un grupo heterogéneo de entidades caracterizado
por la inflamacion y la necrosis de los vasos sanguineos en el caso de
las vasculitis, y por la inflamacion del tejido celular subcutaneo en el caso

de las paniculitis (61, 62).
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Existe también una larga lista de enfermedades que afectan a los anejos
cutaneos. Las mas resefiables y frecuentes son la hidrosadenitis supura-
tiva o la alopecia. Dentro de los tipos de alopecia existen las debidas a
procesos autoinmunes y las alopecias secundarias a tratamientos qui-
mioterapicos. La alopecia también puede relacionarse con secuelas cica-
triciales de etiologia variada, asi como formar parte del desarrollo fisiol6-
gico esperado en el varén y, por lo tanto, no relacionarse con un proceso

patolégico (63).

Un campo muy importante, sino el mas importante, en lo que se refiere a
alteraciones de la piel son los tumores. En este apartado es necesario
distinguir entre lesiones benignas y malignas. En lo que atafie a las le-
siones benignas, tienen cabida los quistes sebaceos, la queratosis sebo-
rreica, algunas malformaciones vasculares, los lipomas y los lIéntigos so-

lares, entre otros (64).

Sin embargo, cuando nos referimos a lesiones malignas cabe destacar el
carcinoma basocelular, siendo este el tumor cutdneo maligno mas fre-
cuente en raza blanca (65), el carcinoma espinocelular y el melanoma
maligno. Existen también linfomas cutaneos y lesiones consideradas
premalignas, es decir, zonas de la piel en las que ha habido cambios his-
tolégicos que, en caso de no tratarse, evolucionardn en un alto porcenta-
je a lesiones malignas (66). Puede que el caso mas tipico, en lo referido
a lesiones premalignas, sea la queratosis actinica vinculada al dafio por

exposicion solar y su evolucion a carcinoma espinocelular (67).

Finalmente, cabe mencionar las lesiones cutdneas secundarias a agre-
siones externas agudas o subagudas (Figura 5) como pueden ser las
guemaduras, las Ulceras por presion, las heridas punzantes, o bien los
déficits tisulares debidos a la escision quirdrgica de procesos tumorales
(68,69). Es en este grupo de patologias donde la Cirugia Plastica Repa-

radora tiene un papel mas resefiable y probablemente se trate también
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del grupo de patologias donde la Ingenieria Tisular tenga un rol mas des-

tacado.

Figura 5. A: Quemadura de segundo grado superficial en térax. B: Amputacién traumética de
primer, segundo, tercer y cuarto dedo a diferentes niveles. Ambos pacientes fueron atendidos

en el servicio de Urgencias del Hospital Universitario Virgen de las Nieves (Granada) por parte

del servicio de Cirugia Plastica, Reparadora y Estética.

1.1.4. Tratamientos

El tratamiento de las lesiones dermatoldgicas se basa, en gran medida,
en un diagndstico adecuado. Asi pues, es esencial distinguir las lesiones
primarias, cuyo origen y manifestacion principal es la piel, de las lesiones
debidas a una enfermedad sistémica, es decir, que afecta al organismo
por completo u a otros 6rganos distintos a la piel (70-72). De este modo,
las enfermedades sistémicas deberan ser tratadas de manera general,
centrando la terapéutica en la enfermedad y no exclusivamente en la
piel. Algunos ejemplos concretos son la dermopatia diabética o las me-
tastasis cutaneas de un carcinoma ductal mamario. En estos casos, el
control estricto de los niveles de glucemia o el abordaje del proceso neo-
plasico mediante tratamiento quimioterapico seran los manejos terapéuti-

cos que deberan contemplarse (73,74).
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Por contra, en las lesiones dermatoldgicas primarias se abordara el tra-
tamiento centrando la atencion en la lesién cutanea y en el cese de la

misma bien sea con herramientas médicas o quirdrgicas.

1.1.4.1. Tratamientos médicos

Se abordara el manejo terapéutico haciendo alusion a los grupos etiolo-
gicos mencionados en el apartado anterior. En primer lugar, las enferme-
dades infecciosas de la piel pueden tratarse de manera tépica o sistémi-
ca mediante el uso de antimicrobianos (54,75). Segun las manifestacio-
nes clinicas caracteristicas y la posibilidad de complementar el proceso
diagnostico con un cultivo microbioldgico y un antibiograma, se escogera
el mejor agente para erradicar el microorganismo que causa la clinica. En
general, las herramientas de las que se dispone son los antibidticos, los
antifingicos y los antivirales, que pueden administrarse en diferentes

formas y presentaciones (76—78).

En segundo lugar, las dermatosis eritematoescamosas, cuyo tratamiento
debera individualizarse segun el proceso en cuestion. Casos especiales
son las dermatitis por contacto, cuyo principal tratamiento sera la supre-
sion del agente causal de la dermatitis. En el caso de la dermatitis atopi-
ca, la dermatitis seborreica o la psoriasis, los principales agentes tera-
péuticos seran los corticoides y otros inmunomoduladores administrados
de manera topica y/o sistémica. Ademas, estos medicamentos iran
acompafiados de una correcta hidratacion de la piel en el caso de la
dermatitis atopica, de un antifingico tépico en el caso de la dermatitis
seborreica o, en el caso de la psoriasis, pueden ir acompafados de foto-
terapia o fotoquimioterapia para aprovechar el efecto de los rayos ultra-

violetas (79).

Otro gran grupo de enfermedades dermatoldgicas son las patologias de
base autoinmune en las que se encuentran las enfermedades ampollo-

sas Yy las conectivopatias. La mayoria de estas enfermedades deben ser
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tratadas con corticoides orales y otros inmunomoduladores como la aza-

tioprina, el micofenolato de mofetilo o el metotrexate (57).

En referencia a las vasculitis y las paniculitis, el tratamiento es variado y
depende principalmente del tipo y grado de afectacion sistémica. Se con-
sidera el tratamiento con farmacos que van desde antihistaminicos y anti-
inflamatorios no esteroideos hasta inmunomoduladores como la azati-
oprina o la ciclofosfamida, pasando por las sulfonas o los glucocorticoi-

des orales (80).

Finalmente, dentro de las principales enfermedades que afectan a los
anejos cutaneos se encuentra la hidrosadenitis supurativa y la alopecia.
El tratamiento de la hidrosadenitis supurativa dependera del grado y del
estado de la lesion, distinguiéndose entre procesos inflamatorio o cicatri-
cial. Se han descrito casos de respuesta terapéutica utilizando inmuno-
moduladores como el adalimumab y casos incoercibles que han requeri-
do de desbridamiento quirdrgico y cobertura del defecto tisular mediante
colgajos o injertos (81). El manejo de la alopecia es todavia mas comple-
jo y dependera principalmente de la etiologia de la misma. Cabe diferen-
ciar la alopecia androgénica que puede contemplarse dentro del proceso
de envejecimiento normal del vardn y, por tanto, tratarse su abordaje de
una mejoria estrictamente cosmeética. En este caso se utilizan farmacos
como el minoxidil o el finasteride que pueden combinarse con plasma
rico en plaquetas administrado de manera intradérmica o topica (82). En
casos avanzados de alopecia androgénica o en caso de alopecias cica-

triciales, se optara por el microinjerto capilar (83,84).

Como se ha mencionado en apartados anteriores, las etiologias trauma-
ticas y tumorales son dos importantes causas de lesiones cutaneas que,
de no tratarse, evolucionaran progresivamente pudiendo comprometer la
vida del paciente. La mayoria de estas requeriran un tratamiento quirar-

gico y seran abordadas en el siguiente apartado.
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1.1.4.2. Tratamientos quirdrgicos

Una de las alteraciones patolégicas mas comunes de la piel son los tu-
mores. Segun su progresion y prondéstico se distingue entre tumores be-
nignos y malignos. Los primeros seran tratados Unicamente si producen
molestias de tipo compresivo sobre estructuras circundantes o bien si
tienen una importante repercusion estética (85). En lo que se refiere a los
tumores malignos, un abordaje quirdrgico sera necesario en la mayoria
de casos, salvo en procesos muy avanzados cuyo manejo se centre en
el tratamiento quimioterapico o radioterapico, o bien en procesos muy
iniciales que puedan ser tratados mediante dermoabrasion quimica o
criodermoabrasion con nitrogeno liquido (86,87). Secundariamente a la
escision del tumor debera reconstruirse el déficit tisular consecuente. Pa-
ra ello se dispone de numerosas herramientas de complejidad variada
gue deberan ser individualizadas segun el paciente y la zona a recons-
truir. Otros procesos que derivan en un déficit tisular que requiere de re-
construccién son los eventos traumaticos como las heridas, las ulceras,

las quemaduras o las amputaciones de miembros, entre otras.

Clasicamente, la Cirugia Plastica en su vertiente reparadora ha sido la
encargada de dar respuesta a estos déficits tisulares. El siguiente apar-
tado se centrara en la Cirugia Plastica Reparadora desde sus inicios, y
en cdmo la sofisticacion técnica y cientifica ha mejorado el tratamiento de

estas patologias.
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1.2. La Cirugia Plastica Reparadora

Los inicios de la Cirugia Reparadora en Europa se emplazan en el siglo
XV. Sin embargo, existen alusiones a intervenciones quirurgicas con fi-
nes reparadores y comentarios sobre el manejo de fracturas de mandibu-
la en papiros egipcios y en tratados hindues (88). El primer libro dedicado
a la Cirugia Reparadora data de 1597, “De Curtorum Chirurgia per Insi-
tionem” (Figura 6) (89). Sin embargo, después de eso y durante casi dos

siglos, apenas existieron publicaciones.

Figura 6. Publicacion de “Curtorum Chirurgia per insitionem” por Gasparis Taliacotii en el afio
1597. Considerado el primer libro dedicado a la Cirugia Reparadora. Imagen procedente de

europeana.eu

Posteriormente, en el siglo XVIII, durante la llustracion, se popularizé el
uso de injertos cutaneos y, en 1791, Chopart realizé la primera recons-
truccion labial (90). El siglo XIX seria clave en lo que se refiere a avances

y desarrollos en este &mbito (91). Tanto es asi que en 1818 se publico el
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libro “Rhinoplastic”, siendo la primera vez que se acufia el término “plas-
tico” en cirugia (92). Posteriormente, se publicaron los primeros compen-
dios y atlas en Cirugia Plastica escritos por Reich en 1845 (“Plastische
Chirurgie”) y Jobert en 1849 (“Traité de Chirurgie plastique”) (88).

Durante la Primera Guerra Mundial se empezé a hablar de Cirugia Plas-
tica como especialidad y poco después, en 1920, se publicé el libro “Ci-
rugia Plastica de la cara” de la mano de Gillies (93). Fue durante la Se-
gunda Guerra Mundial cuando se produjo la eclosion de esta especiali-
dad, coincidiendo con varios avances en el campo de la medicina y la
cirugia y con la previa formacion de varios especialistas en Cirugia Plas-
tica. La primera sociedad cientifica de Cirugia Plastica en Europa data de
1930 y fue creada en Francia por Charles Claoué. Posteriormente, en
1931, Jacques Maliniak fundé la primera sociedad de Cirugia Plastica en
América (94).

A partir de la década de los sesenta, la Cirugia Plastica experimentd una
nueva revolucion vinculada a la descripcion de los territorios cutaneos
vasculares, los colgajos, la introduccién de nuevas tecnologias en planifi-
caciéon quirdrgica, la utilizacion del injerto graso o la sistematizacién del
tratamiento del cancer de mama. También fue a partir de la década de
los sesenta cuando la microcirugia empez6 a formar parte de la especia-
lidad, en concreto, con las anastomosis vasculares para reimplantes de
dedos o con las transferencias tisulares mediante colgajos libres (95).
Dichos hitos concurrieron y evolucionaron hasta la actualidad, habiéndo-
se realizado trasplantes de cara, colgajos basados en arterias perforan-
tes cutaneas, colgajos musculares funcionales o anastomosis linfatico-

venosas para el tratamiento del linfedema.

Tras este breve recorrido historiografico por la especialidad, se centrara
la atencién en el campo de accion de la misma, sobre todo en el d&mbito

hospitalario.
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Segun la definicion de la Sociedad Espariola de Cirugia Plastica, Estética
y Reparadora (SECPRE), se define la especialidad dentro de un marco
quirargico que trata “la correccion de todo proceso congénito, adquirido,
tumoral o simplemente involutivo que requiera reparacion o reposicion o
gue afecte a la forma y/o funcién corporal. Sus técnicas estan basadas
en el trasplante y la movilizacién de tejidos mediante injertos y colgajos o
incluso implantes de material inerte” (96). En la definicion del BOE
SAS/1257/2010 se le afiade su vertiente estética y es que, ademas, la
especialidad “trata alteraciones que sin constituir en si mismas un proce-
so patolégico provocan un deterioro de la salud en la medida que interfie-

ren en el bienestar psiquico de las personas” (97).

Se abarca pues dentro de las alteraciones potencialmente tratables por
parte de especialistas en Cirugia Plastica Reparadora, el tratamiento qui-
rurgico de las malformaciones de la region craneo-cérvico-facial asi como
de otras regiones que exijan reconstruccion o remodelacién de tejidos
0seos o de partes blandas. Ademas, el tratamiento de las quemaduras y
secuelas de las mismas también constituye una parte importante del dia
a dia de la especialidad. De una manera general, todas las patologias
que requieran de técnicas de reconstruccion quirdrgica anatomica o fun-
cional, bien sea debido a la escision tumoral o bien a eventos traumati-
cos, pueden ser potencialmente tratados por especialistas en el campo

de la Cirugia Plastica Reparadora.

Concretamente, y fijando la atencién en el tipo de déficit tisular, deben
tenerse en cuenta una serie de consideraciones. A continuacion, se valo-
rardn las opciones quirdrgicas para la cobertura de un déficit tisular se-

cundario a las causas mencionadas en el apartado anterior.

Segun la localizacion, el tamafio del déficit tisular y los componentes del
mismo, la cirugia sera mas o menos compleja. Es resefiable comentar
gue no todos los procedimientos podran ser realizados en todos los pa-

cientes. Asi pues, hay intervenciones que por su complejidad y tiempos
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quirargicos requieren unas determinadas condiciones por parte del pa-
ciente. Siempre debe ponerse en la balanza el beneficio potencial y el
riesgo atribuible a una intervencion. En casos de pacientes pluripatolégi-
cos y/o edades avanzadas a menudo debe optarse por opciones subop-
timas para no comprometer la vida del paciente (98,99).

Habitualmente, para dar respuesta a un déficit tisular se obtiene tejido de
otra parte del cuerpo, lo que en general ocasiona una secuela en esta
zona donante. El inevitable requerimiento de generar una lesion nueva
en otra area anatomica es uno de los principales problemas de la Cirugia
Reparadora en la actualidad. Sin embargo, esta secuela en la zona do-
nante generalmente se restituira de manera espontanea. Este es el caso
de los injertos de piel en los que provocamos una lesion de espesor con-
trolado permitiendo que la dermis expuesta epitelice dejando como Unica
secuela una zona hiper o hipopigmentada (100). Se tratara de un esce-
nario completamente distinto cuando necesitemos musculo para llenar
grandes cavidades o bien para restituir procesos funcionales como una
pardlisis facial. En estos casos las secuelas pueden presentarse en for-
ma de debilidad muscular u otras alteraciones motrices que, en ocasio-
nes, pueden ser muy limitantes para los pacientes (101-103).

Centrando la atencion en las herramientas clasicas de cobertura es ne-
cesario distinguir los injertos de los colgajos. La principal diferencia yace
en la vascularizacion. Los injertos requieren de un lecho adecuado en la
zona receptora para recibir irrigacion del mismo mientras que los colgajos
poseen su propia vascularizacion (104,105). A continuacion, se detallan

las principales caracteristicas de los injertos de piel y los colgajos.

Los injertos de piel pueden ser de espesor parcial (Figura 7) o de espe-
sor completo. La zona donante de los injertos de espesor parcial cura de
manera espontanea mientras que los de espesor completo requeriran del
cierre directo de la zona donante debido a que, en este caso, no se dis-

pone de dermis para esperar una reepitelizacion espontanea.
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Los injertos de piel de espesor parcial permiten disponer de zonas do-
nantes mas grandes y son, por tanto, muy utiles en el tratamiento de las
guemaduras. Por el contrario, los injertos de piel de espesor completo
son Optimos para tratar zonas como la cara o los genitales debido a que

la dermis aporta elasticidad. Sin embargo, la obligatoriedad de cerrar la

herida de la zona donante limita mucho la cantidad de piel disponible
(106-108).

Figura 7. Injerto de piel en el quinto dia de post-operatorio. En la intervencion quirdrgica se
desbrid6 una quemadura y se cubrid el defecto tisular con un injerto de piel. Las pequefias
zonas desprovistas de piel, secundarias al mallado, epitelizaran de manera espontanea. Ima-
gen obtenida de paciente tratada por el servicio de Cirugia Plastica, Reparadora y Estética del

Hospital Universitario Virgen de las Nieves (Granada).

En segundo lugar, los colgajos se clasifican en “pediculados”, cuando se
mantienen intactos los vasos que lo irrigan, y “libres”, cuando los vasos
se seccionan de la zona donante y se unen a los vasos de la zona recep-
tora mediante suturas muy finas que requieren de técnicas microquirurgi-
cas (109). Este procedimiento de union de vasos se denomina anasto-
mosis vascular. Los colgajos permiten pues, a diferencia de los injertos,
movilizar angiosomas completos, es decir, todas las estructuras irrigadas
por un mismo vaso (110). Es importante mencionar que en general las
técnicas microquirdrgicas requeriran de mas tiempo quirdrgico y habi-

tualmente seran técnicas mas complejas (111). En la Figura 8 se presen-
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ta un caso clinico en el que se tratd un déficit tisular de origen traumatico
con un colgajo anterolateral de muslo uniendo la arteria que lo irriga, la
rama descendente de la arteria circunfleja femoral lateral (112), con la
arteria cubital en el antebrazo. A su vez, el drenaje venoso se consiguio
con la anastomosis de las venas concomitantes de la rama descendente
de la arteria circunfleja femoral lateral con la vena concomitante de la ar-

teria cubital.

Arteria cubital

y vena
concomitante

Figura 8. Colgajo anterolateral de muslo anastomosado a vasos cubitales de antebrazo dere-
cho. La preparacién de este colgajo requiere la diseccion microquirargica de los vasos perfo-
rantes de la rama descendente de la arteria circunfleja femoral lateral. Posteriormente se trans-
fiere el tejido a la zona receptora y se anastomosan los vasos para mantener el aporte y drena-
je sanguineo. Imagen obtenida de paciente tratada por el servicio de Cirugia Plastica, Repara-

dora y Estética del Hospital Universitario Virgen de las Nieves (Granada).

En las ultimas décadas el impacto tecnoldgico en el campo de la Cirugia
Plastica ha revolucionado el campo de la microcirugia. Este refinamiento
permite a dia de hoy hablar de supermicrocirugia cuando los vasos a

anastomosar son inferiores a 0,8 mm (113,114). Ademas, existen nume-
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rosos programas de formacioén especifica en el campo microquirdrgico
gue aceleran la curva de aprendizaje de los profesionales dedicados al
campo de la Cirugia Plastica, convirtiéndose la microcirugia en una he-
rramienta indispensable en practicamente todos los servicios de Cirugia
Plastica de Espafia (115).

Ademas del abordaje reparador, en las ultimas décadas se ha experi-
mentado un interés creciente por la posibilidad de dar respuesta a estos
defectos tisulares mediante la generacion de tejido y 6rganos artificiales.
En este sentido, el nacimiento y crecimiento de especialidades como la

Ingenieria Tisular esté siendo revolucionario.

A continuacion, se detallaran los antecedentes de esta disciplina, sus
componentes y su integracion en el tratamiento de los defectos tisulares

mencionados en el apartado anterior.
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1.3. La Ingenieria Tisular

El término “Ingenieria Tisular’ se acufidé en 1987 en la conferencia de la
National Science Foundation en Granlibakken (Estados Unidos) por parte
de Yuan-Cheng Fung (116). En 1992, Heineken y Skalak definian la In-
genieria Tisular como la aplicacién de los principios y métodos de la in-
genieria a las ciencias de la vida para el entendimiento de los fundamen-
tos de la relacion estructura-funcion en tejidos de mamiferos, tanto sanos
como patologicos, asi como el desarrollo de sustitutos biolégicos para

restaurar, mantener o mejorar las funciones tisulares (117).

Las publicaciones cientificas sobre Ingenieria Tisular en revistas de alto
impacto han crecido de manera exponencial convirtiéndose en un campo
consolidado y con mucha proyeccion de futuro (118). Asi pues, el objeti-
vo principal de la Ingenieria Tisular es regenerar una lesion o reemplazar
un organo dafiado, malformado o ausente. Como consecuencia, Sus
principales dianas seran tejidos u 6rganos expuestos a lesiones, enfer-

medades, malformaciones o procesos degenerativos (119).

INGENIERIA
TISULAR

MOLECULAS DE
SENALIZACION

BIOMATERIALES

Figura 9. Herramientas fundamentales de la Ingenieria Tisular para la generacion de sustitutos

bioldgicos (Elaborado con la aplicacion en linea Biorender.com).
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Para el desarrollo de sustitutos bioldgicos mediante técnicas de Ingenie-
ria Tisular es necesaria la conjuncion de tres herramientas fundamenta-
les: las células, los biomateriales y las moléculas de sefializacion, cuyo
objetivo es inducir la proliferacion o la diferenciacion celular (120) (Figura
9).

1.3.1. La Célula

La célula es la unidad estructural y funcional basica de todos los orga-
nismos pluricelulares. Es, por tanto, la unidad viva basica del cuerpo y
cada organo es un agregado de muchas células diferentes que se man-

tienen unidas mediante estructuras de soporte intercelular (121).

Segun el criterio utilizado, existen multiples clasificaciones para las célu-
las. Sin embargo, focalizando en el campo de Medicina Regenerativa y la
Ingenieria Tisular lo mas importante es determinar la capacidad de rege-
neracién que presenta cada tipo celular. En este sentido, las células ma-
dre constituyen una herramienta de gran importancia en la Ingenieria Ti-

sular ya que cuentan con una alta capacidad de renovacion.

1.3.1.1. Células madre

Se trata de células inmaduras progenitoras con capacidad de diferencia-
cion y auto-renovacion. Poseen la habilidad de dividirse de forma asimeé-
trica, es decir, generando una célula idéntica a la progenitora y otra con
compromiso de linaje para desarrollar un tipo celular concreto (122) (Fi-

gura 10).

Clasicamente y atendiendo a su fuente de obtencion, las células madre
pueden dividirse en células madre embrionarias o células madre adultas.
Las células madre embrionarias, al pertenecer a estadios precoces del
desarrollo, estan mas indiferenciadas y, por tanto, poseen propiedades

regenerativas mas potentes.
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al

Célula con
’ compromiso
de linaje
Célula madre \
Célula madre

Figura 10. Esquema de la division asimétrica de las células madre dando origen a una célula
idéntica a la progenitora y una célula con compromiso de linaje (Elaborado con la aplicacién en

linea Biorender.com).

Sin embargo, en 2006, se afiadid un grupo mas a esta clasificacion: Ta-
kahashi K. y Yamanaka S. introdujeron genes que codifican factores de
transcripcién expresados en células embrionarias a células maduras y
consiguieron células en estadio indiferenciado (123). Este avance se
considera un descubrimiento esencial y abre una puerta a soluciones pa-
ra los grandes problemas éticos que, hasta la fecha, generaba la utiliza-
cion de células madre embrionarias, al tener que disponer de estructuras
embrionarias para obtenerlas (124). Estas células se denominaron célu-

las madre pluripotentes inducidas (iPS cells).

Ademas de la fuente de obtencién, otra clasificaciébn importante es la que
se basa en su capacidad de diferenciacion. En este sentido, diferencia-
mos ceélulas totipotentes, pluripotentes, multipotentes y unipotentes. En
primer lugar, las células totipotentes se definen como aquellas que pre-
sentan la capacidad de producir todos los tipos celulares incluyendo es-
tructuras embrionarias y extraembrionarias. Asi pues, tienen la capacidad
de generar un embrion completo. A su vez, las células madre pluripoten-
tes permiten el desarrollo de cualquier linaje celular, pero no un embrion

completo. En tercer lugar, las células madre multipotentes, objeto de es-
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tudio de la presente Tesis Doctoral, pueden desarrollar estructuras que
pertenecen a la misma capa embrionaria. Finalmente, las células unipo-

tentes presentan una potencia limitada a un unico tipo celular (125,126).

Asi pues, existen dos grandes propiedades que hacen que las células
madre sean idéneas para su uso en Ingenieria Tisular: su alta capacidad
de proliferacion y su habilidad para diferenciarse a células de diferentes
linajes (127).

Un tipo importante de células madre y el eje principal de esta Tesis Doc-
toral son las células madre mesenquimales, consideradas células madre
multipotentes (128). Las células madre mesenquimales derivadan del
mesénquima embrionario y pueden obtenerse de muchos tejidos diferen-
tes en el individuo adulto como el tejido adiposo, la gelatina de Wharton

del corddén umbilical (Figura 11) o la pulpa dental.

i ) ‘.‘)

Figura 11. Células Madre Mesenquimales procedentes de gelatina de Wharton de

cordén umbilical. Barra de magnificacion 100 um.

El término célula madre mesenquimal fue utilizado por primera vez por
Arnold Caplan en 1991 y, desde entonces, sus prometedoras propieda-
des y su escasa morbilidad para la zona donante las han convertido en
un prometedor agente terapéutico en el campo de la Medicina Regenera-
tiva (129).
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El proceso de caracterizacion celular de las células madre mesenquima-
les fue propuesto por la Sociedad Internacional de Terapia Celular (ISCT)
determinando tres condicionantes. En primer lugar, debe tratarse de cé-
lulas que se adhieren al plastico en cultivos. En segundo lugar, en cito-
metria de flujo deben expresar CD73, CD90 y CD105 como marcadores
de superficie y no expresar CD11b, CD14, CD19, CD34, CD45, CD79a ni
HLA-DR. En tercer lugar, las células madre mesenquimales deben tener
la habilidad de diferenciarse a mdultiples tejidos de origen mesodérmico
como el tejido adiposo, el tejido éseo o el tejido cartilaginoso (130). Sin
embargo, en los ultimos afios se ha descubierto que las células madre
mesenquimales poseen ademas una alta capacidad de renovaciéon y re-
generacion de tejidos cuyo origen embriolégico es ectodérmico o endo-
dérmico, definiéndose asi como células con capacidad de transdiferen-
ciacion (131). A su vez, se han descrito un conjunto de moléculas que

inducen este proceso de transdiferenciacion (Figura 12).

Diferenciacion a tejido derivado de
Ectodermo (neuronas)

Notch-1
Proteina cinasa A

CELULA MADRE
MESENQUIMAL
TGF-beta
TGF-beta PPAR-gamma
BMP Smad3
V SOX9
Diferenciacion a tejido derivado de Diferenciacion a tejido derivado de
Endodermo (higado, pancreas...) Mesodermo (hueso, cartilago...)

Figura 12. Esquema del proceso de transdiferenciacion de células madre mesenquimales me-
diante biomoléculas inductoras. Imagen obtenida y modificada de Ding DC y col. Cell Trasplan-

tation (2011) (Elaborado con la aplicacion en linea Biorender.com).
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Ademas de las propiedades regenerativas mencionadas, las células ma-
dre mesenguimales tienen capacidad de modulacion de la respuesta in-
mune (132,133). Esta funcién inmunomoduladora es debida a su capaci-
dad para modular la proliferacion y funcién de linfocitos T, linfocitos B y
células natural killers, siendo por tanto herramientas para el tratamiento
de enfermedades de tipo autoinmune o neoplasicas (134,135). En esta
misma linea, entre las competencias de las células madre mesenquima-
les destaca también la capacidad para migrar a zonas lesionadas, con-
cepto que se ha definido con el término anglosajén homing (136,137).
Una vez halladas en dicho foco, las células madre pueden diferenciarse y
restaurar componentes de la zona afectada y, ademas, secretar molécu-

las de sefializacion que favorecen la regeneracion tisular (138,139).

Centrando la atencion en los beneficios terapéuticos de las células ma-
dre mesenquimales, cabe mencionar que clasicamente se consideraba
gue estos eran debidos a las células en si. Sin embargo, ese concepto
se ha puesto en entredicho en estudios posteriores. Tanto es asi, que la
hipétesis actual es que la regeneracién podria no ser debida al reempla-
zo de las células dafiadas por células recientemente diferenciadas sino
gue el potencial reparador seria debido a la secrecion paracrina de facto-

res solubles secretados por las mismas (140-142).

1.3.2. Los biomateriales

El segundo pilar que forma parte de la Ingenieria Tisular son los biomate-
riales. Se trata de estructuras de sostén que emulan la matriz extracelular
de los tejidos y 6rganos. Entre los requisitos principales que debe cumplir
un biomaterial se incluye que sea bien tolerado por el receptor y biocom-

patible para las células que contiene (143,144).

La Ingenieria Tisular en sus inicios se centrd en el uso de materiales sin-
téticos aceptados para su utilizacion en humanos como los que forman

parte de las suturas quirdrgicas o de dispositivos sintéticos implantables,
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por ejemplo, los polimeros de acido polilactico, poliglicélico o la policapro-
lactona (145,146). La ventaja principal de los biomateriales sintéticos es

el control de los parametros quimicos y estructurales.

Por otro lado, existen biomateriales naturales basados en proteinas (co-
lageno o fibrina) y polisacéridos (alginato, glicosaminoglicanos o &cido
hialurénico) siendo estos mas biocompatibles, pero a la vez mas inesta-

bles y variables (147).

Ademas, existen biomateriales mixtos como es el caso de la mezcla de
fibrina humana y agarosa habiéndose desarrollado modelos para cornea
(148), piel (149) y mucosa oral (150,151).

1.3.3. Las moléculas de sefalizacion

Finalmente, el tercer elemento basico de la Ingenieria Tisular son las mo-
léculas de sefalizacién, es decir, las sefiales que promueven la prolifera-
cion y la diferenciacion celular generando un microambiente extracelular
propicio (152,153).

Algunas de estas moléculas de sefializacion forman parte del conjunto de
factores solubles secretados por las células al espacio extracelular. Este
conjunto de moléculas recibe el nombre de secretoma. Como se ha
mencionado anteriormente, se ha atribuido al secretoma un posible po-
tencial regenerador, debido a que contiene una gran cantidad de factores
solubles secretados por las células con propiedades antiapoptéticas,
promitéticas, antiinflamatorias, proangiogénicas, provasculogénicas y an-
tifibroticas que tendrian una importante funcién citoprotectora y regene-
radora (154,155). A continuacion, se detallan las caracteristicas y funcio-
nes de estos factores solubles secretados principalmente por las células

madre mesenquimales.

En referencia a los efectos citoprotectores y regeneradores de las células

mesenquimales y los factores solubles secretados por las mismas, se ha

38



Efecto del uso de Secretoma de Células Madre Mesenquimales
en la Generacion de Piel Humana mediante Ingenieria Tisular

puesto de manifiesto que en condiciones de hipoxia las células madre
mesenquimales son capaces de sobreexpresar la proteina cinasa B-1
(Akt-1), una proteina importante en la sefializacién y migracion celular
que podria contribuir a la reduccion de zonas de necrosis por isquemia
cardiaca previamente demostrada en modelos animales. Este efecto se
ha estudiado administrando Akt-1 en roedores con obstrucciones corona-
rias que mostraron diferencias significativas en la reduccion de la zona
necrosada respecto los controles (156), asi como una mejoria del remo-
delado y una mayor preservacion de la funcion cardiaca (157). Ademas
de los efectos citoprotectores en el tejido cardiaco, se han observado
también estos efectos en otros 6rganos como los rifiones y el cerebro. En
referencia al sistema renal, la administracion de células madre mesen-
guimales a roedores a los que se infligié un dafo en los tubulos puso de
manifiesto una reduccion del dafio renal (158). Ademas, los rifiones de
los animales tratados con células madre revelaron una reduccion en la
expresion de factores proinflamatorios y un aumento de los factores anti-
apoptoticos (159). A su vez, en el sistema nervioso se han observado
efectos similares sobre las neuronas, es decir, una reduccion en la apop-
tosis neuronal (160). Por otra parte, las moléculas sobreexpresadas en
los modelos animales tratados con células madre mesenquimales res-
pecto a los controles fueron el factor de crecimiento similar a la insulina
de tipo | (IGF-1), el factor de crecimiento epitelial vascular (VEGF), el fac-
tor de crecimiento epidérmico (EGF) o el factor de crecimiento basico de
fibroblastos (BFGF) (161). Todos estos factores han demostrado ser de

gran importancia para la regeneracion tisular (162).

Ademas de los efectos mencionados, se ha detectado también un efecto
antiinflamatorio sobre varios tejidos con la administracion de células ma-
dre mesenquimales y su secretoma (163,164). En este sentido, la reduc-
cion de los niveles de TNF-a o de IL- 13, ambas moléculas proinflamato-

rias, asi como el aumento en la secrecion de citocinas antiinflamatorias
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como IL-10, BFGF o bcl-2 han demostrado propiciar este efecto antiin-
flamatorio sobre érganos como los pulmones, los rifiones, el corazon, el
higado o la piel (165,166).

Ademas de los dos efectos mencionados anteriormente, las células ma-
dre mesenquimales y su secretoma podrian tener un efecto sobre la vas-
cularizacion. En este sentido, su administracion promueve el crecimiento
de vasos existentes, fendmeno que recibe el nombre de angiogénesis,
asi como la generaciéon de vasos nuevos, es decir, la vasculogénesis
(167-169). Los procedimientos que incrementan la vascularizacién son
de vital importancia para el objetivo regenerativo perseguido con las te-
rapias con células madre, ya que aumenta el aporte de nutrientes a las
zonas lesionadas. En concreto en el caso de la piel, el aporte sanguineo
es crucial para la correcta cicatrizacion (170). El incremento de dicho
aporte sanguineo en las zonas con heridas es esencial tanto si ésta es
tratada mediante un cierre quirdrgico, evitando las cicatrices patolégicas
y las dehiscencias en la herida, como si se pretende que la herida cure
por cicatrizaciéon dirigida, es decir, que progresivamente se genere tejido
y finalmente este sea cubierto por piel (171,172). Este segundo tipo de
manejo de las heridas suele tener una evolucion suboptima ya que el
proceso puede ser largo, el riesgo de infeccién elevado y el resultado
funcional inadecuado. Sin embargo, en determinados pacientes con ries-

go quirargico elevado puede ser la mejor opcion (173,174).

Centrandonos pues en la piel, las células madre mesenquimales, esen-
cialmente debido a los factores que secretan (secretoma), contribuyen a
la regeneracion cutanea tanto en modelos animales sanos como en dia-
béticos (175). En esta linea existen estudios que analizan los niveles de
colageno y fibroblastos en las heridas tras el uso de células madre me-
senquimales. Curiosamente, estos trabajos sugieren un aumento en los

niveles de colageno asi como un incremento en la proliferacion y migra-
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cion de fibroblastos, ambos mecanismos relacionados con una cicatriza-

cion de las heridas mas rapida (170).

Ademas de un aumento en el ritmo de regeneracion y cicatrizacion cuta-
nea, es interesante valorar la calidad de esta cicatriz. Dentro de las com-
plicaciones habituales que pueden generarse en el proceso de cicatriza-
cion se hallan las cicatrices hipertroficas y los queloides. Las cicatrices
hipertréficas son crecimientos anormales del tejido cicatricial dentro de
los limites de la cicatriz inicial. Por contra, cuando estos limites se sobre-
pasan hablamos de queloides (176). Estos crecimientos abigarrados
pueden producir sintomas como el prurito, aunque la limitacion mas im-
portante que pueden generar en el paciente aparece en zonas de cuerpo
con mucha movilidad como las flexuras de los codos y las rodillas. El teji-
do cicatricial en estos casos pierde su elasticidad y puede provocar alte-
raciones motrices en los pacientes (177). Asi pues, el poder mejorar la
calidad de estas cicatrices y reducir las complicaciones derivadas me-
diante el uso de secretoma de células madre mesenquimales con un po-
sible efecto antifibrético podria llegar a ser una herramienta clinica impor-

tante para el paciente (178).

La presente Tesis Doctoral versa en torno a los efectos terapéuticos po-
tenciales del secretoma procedente de células madre mesenquimales del
tejido adiposo, la pulpa dental y la gelatina de Wharton del cordén umbili-
cal. En el siguiente apartado se hablara ampliamente del secretoma y de
las fuentes celulares utilizadas para el desarrollo experimental de la Tesis

Doctoral.

1.3.3.1. Secretoma

Como se ha mencionado anteriormente, dado que el potencial regenera-
dor de los factores de crecimiento secretados por las células madre se
asemeja al potencial que presentan las terapias celulares (179) se espe-

cula que este efecto regenerador sea debido eminentemente al conjunto
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de elementos secretados por las mismas, es decir, al secretoma. Asi
pues, definimos secretoma de células madre mesenquimales como el
conjunto de moléculas liberadas por las mismas al espacio extracelular.
Se incluyen en él esencialmente factores de crecimiento, citoquinas, pro-
teasas, factores de transcripcién y otras moléculas involucradas en el
proceso de adhesion y viabilidad celular, migracién, proliferacion y dife-
renciacion (180).

Los estudios actualmente publicados con el uso de secretoma proceden-
te de células madre mesenquimales manifiestan, tanto in vitro como in
vivo, un efecto proliferativo en los fibroblastos de la dermis que se tradu-
ce en un aumento del grosor de la misma, una mejoria de los procedi-
mientos de angiogénesis, asi como un mayor reclutamiento celular en la

zona lesionada (179).

Como se ha mencionado, vincular el potencial regenerador con las bio-
moléculas secretadas por las células madre significa un cambio de para-
digma con una importancia sustancial a nivel logistico, cientifico y clinico.
El poder desarrollar terapias acelulares no solo facilita mucho los avan-
ces cientificos sino que permite plantear productos con potencial tera-
péutico para un gran namero de pacientes reduciendo o eliminando pro-
blemas de rechazo inmunitario (181,182). En lo que se refiere a terapias
celulares, se requiere obtener células mesenquimales del propio paciente
para utilizarlas como tratamiento, por lo que se exige un tiempo, un es-
pacio y unos medios costosos que dificultan inevitablemente los avances
y las posibilidades de hacer estos tratamientos extensibles a un gran
namero de pacientes. Si el mismo tratamiento pudiera ser administrado a
diferentes individuos se produciria una reduccion importante de los cos-

tes y del tiempo de fabricacion.

Por estos motivos, los experimentos realizados en esta Tesis Doctoral
pretenden estudiar el secretoma de células madre mesenquimales y eva-

luar sus efectos sobre células de la piel. Asi pues, conocer las fuentes de
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obtencién del secretoma y estudiar cuél de estas fuentes presenta mas
ventajas es de vital importancia. Esencialmente los procedimientos de
obtencion de secretoma se basan en el aislamiento de células madre
mesenquimales, en conseguir una confluencia celular elevada, en torno
al 70-80%, y en recoger el medio para luego obtener, mediante filtrado y
varios procesos de centrifugacion, un precipitado que contiene el secre-
toma (183-185).

En lineas generales, las moléculas presentes en el secretoma de células
madre mesenquimales son factores de crecimiento, como el factor de
crecimiento vascular endotelial (VEGF), el factor de crecimiento derivado
de plaquetas (PDGF), el factor de crecimiento epidérmico (EGF), los fac-
tores de crecimiento similar a la insulina de tipo | y Il (IGF-1y IGF-II), el
factor de crecimiento hepatocitario (HGF), el factor de crecimiento de fi-
broblastos (FGF), el factor de crecimiento queratinocitico (KGF), el factor
de crecimiento neural (NGF) o el factor neurotréfico derivado del cerebro
(BDNF). Ademas, también se encuentran en el secretoma de células
madre mesenquimales, otras moléculas con actividad antiinflamatoria
como las interleucinas IL-6, IL-10, IL-27, IL-17, IL-13 (162).

A pesar de haberse hallado una serie de componentes comunes en va-
rias fuentes de secretoma, la presencia y la proporcion de los mismos es
cambiante y estd vinculada a muchas variables, como la edad, el indice
de masa corporal, la situacién hormonal o los tratamientos recibidos, en-
tre otros. Estos cambios no solo se deben a la fuente de obtencién, sino
también a elementos como el tiempo de acondicionamiento antes del
centrifugado para obtener el secretoma (186). Debido a estos motivos,

sus efectos también seran dispares y dificiles de predecir.

Asi pues, existen todavia varios interrogantes, como cual es la fuente de
secretoma con mayor potencial regenerador, cual es la concentracion de
secretoma mas adecuada o cuales son las proteinas que mas influyen en

este proceso de regeneracion. Aungue se mencionara posteriormente en
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los objetivos, en este documento se intentara dar respuesta a algunos de

estos interrogantes.

A continuacién se detallan algunas singularidades del secretoma de cada
una de las fuentes celulares utilizadas en esta Tesis Doctoral: el secre-
toma procedente de células madre mesenquimales del tejido adiposo, de

la gelatina de Wharton del cordon umbilical y de la pulpa dental.

1.3.3.1.1. Secretoma de células madre mesenquimales de tejido adiposo.

El tejido adiposo esta conformado por adipocitos y septos fibrosos, distri-
buido por todo el cuerpo y con funciones esencialmente de proteccion,

metabdlicas, hormonales y de almacenaje de energia (187,188).

La obtencion de células madre del tejido adiposo para el aislamiento del
secretoma (Figura 13) posee como principal ventaja la escasa morbilidad
para la zona donante (189). Ademas, los procedimientos de liposuccion
son ampliamente conocidos y manejados por parte de especialistas en
Cirugia Plastica. De todos modos, hay que tener en cuenta que los pro-
cesos de liposuccién pueden dafiar mecanicamente las células o bien
generar un microambiente proinflamatorio de estrés no propicio (190).
Por este motivo, para su uso en protocolos de Ingenieria Tisular es prefe-
rible obtener biopsias de tejido adiposo no fragmentado en lugar de

muestras procedentes de liposuccion.

En referencia a los factores identificados que forman parte del secretoma
de células madre mesenquimales obtenidas del tejido adiposo destaca la
presencia de moléculas relacionadas con mecanismos antiinflamatorios,
proangiogénicos, antiapoptoticos y antioxidantes. Algunos ejemplos son
el factor de crecimiento hepatocitario (HGF), el factor de crecimiento del
endotelio vascular (VEGF), el factor de crecimiento de fibroblastos (FGF),
el factor de crecimiento epidérmico (EGF) o el factor de crecimiento simi-
lar a la insulina de tipo | (IGF-1). Ademas, también se ha encontrado ex-

presion de interleucinas como IL-6, IL-7, IL-8, IL-11, factores estimulado-
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res de colonias de macrofagos y granulocitos (GM-CSF), asi como el fac-
tor de necrosis tumoral a (TNF-a) (191). Estas ultimas han sido estre-
chamente vinculadas a la regulacion del sistema inmunitario. Entre las
muchas moléculas halladas, también se han descrito expresiones eleva-
das de factor de crecimiento nervioso (NGF), de esfingosina-1-fosfato y
de factor de crecimiento transformante B (TGF-B), cuyas funciones se

han relacionado con la preservacion y la reparacién neuronal (192).

CELULAS MADRE
MESENQUIMALES DEL
TEJIDO ADIPOSO

Figura 13. Esquema representativo de las células madre mesenquimales obtenidas del tejido

adiposo (Elaborado con la aplicacion en linea Biorender.com).

1.3.3.1.2. Secretoma de células madre mesenquimales de gelatina de
Wharton.

La gelatina de Wharton es un tejido mucoso hallado en el interior del cor-
don umbilical. La funcidn principal de este tejido gelatinoso es aportar
rigidez y flexibilidad al corddn umbilical para reducir el riesgo de acoda-
miento o las alteraciones en la disposicion del mismo que puedan com-
prometer la vida del embrion (193). En un corte transversal de corddn
umbilical se identifica una vena, dos arterias y la gelatina de Wharton en
forma de tejido conectivo de sostén entre estos vasos (194) (Figura 14).
Se ha visto que en este tejido conectivo existe un nimero considerable

de células madre mesenquimales (195).
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=/ CELULAS MADRE
- MESENQUIMALES DE LA
GELATINA DE WHARTON

Figura 14. Esquema representativo de las células madre mesenquimales procedentes de gela-
tina de Wharton del cordén umbilical. En el espacio comprendido entre las estructuras vascula-
res se encuentra la gelatina de Wharton, rica en células madre mesenquimales (Elaborado con

la aplicacién en linea Biorender.com).

Algunos cientificos consideran que las células madre mesenquimales
procedentes de la gelatina de Wharton son las que presentan un mayor
potencial terapéutico, ya que se trata de células madre adultas obtenidas

en una fase perinatal (196,197).

En el secretoma de las células madre mesenquimales de la gelatina de
Wharton se ha apreciado una elevada expresion de citocinas neuropro-
tectoras como es el caso de la Neurotrofina 3 (NTF3) o la Midquina
(MDK). Ademas, el secretoma procedente de células madre mesenqui-
males de la gelatina de Wharton presenta elevadas cifras de factores
proangiogénicos como inhibidores de metalopeptidasas (TIMP), factor de
crecimiento derivado de plaguetas (PDGF) o factor de crecimiento trans-
formante B (TGF-B). A este tipo de secretoma se le atribuyen también
funciones antiapoptoticas e inmunomoduladoras vehiculizadas por molé-
culas como la peptidil propil isomerasa A, By C (PPIA, PPIB y PPIC),
citocinas como IL-6, IL-11, moléculas de adhesion intercelular (ICAM) o

proteinas ligando de citocinas (CXCL) (198).
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1.3.3.1.3. Secretoma de células madre mesenquimales de pulpa dental

La pulpa dental es una estructura esencialmente constituida por tejido
conectivo rico en fibroblastos, ademas de células madre mesenquimales,
entre otras, responsables de la viabilidad del diente. Se trata de un tejido
conectivo con alto contenido en vasos sanguineos y ramificaciones ner-
viosas que se extiende desde la corona hasta las raices del diente (Figu-
ra 15). La pulpa dental esta recubierta por tejidos duros mineralizados

como el esmalte y la dentina (199).

Formando parte de la pulpa dental se encuentran células madre mesen-
guimales cuyo secretoma presenta niveles elevados de multiples factores
vinculados con la regeneracién celular, proangiogénicos e inmunomodu-
ladores. Un ejemplo de estas atribuciones es el factor de crecimiento
transformante Bl y B2 (TGFB1, TGFB2). Estas moléculas se han relacio-
nado especialmente con el desarrollo y mantenimiento del cartilago arti-
cular (200,201). El secretoma procedente de células madre mesenquima-
les de la pulpa dental presenta ademas cifras elevadas de inhibidores de
metaloproteasas como el TIMP1 y TIMP2, cuya funcién se vincula con el
mantenimiento, la formacion y el equilibrio de la matriz extracelular (202).
Por estos motivos, se ha sugerido la utilidad de las células mesenquima-
les procedentes de pulpa dental y su secretoma como tratamiento de en-

fermedades degenerativas condrales (203).

Como se ha mencionado, el secretoma de las células madre mesenqui-
males de la pulpa dental presenta un niumero amplio de proteinas con
funciones proangiogénicas como la angiopoyetina 1, el factor de creci-
miento del endotelio vascular (VEGF) o el receptor a del factor de creci-
miento derivado de plaquetas (PDGFRA) (203). Ademas, en relacién a su
funcién inmunomoduladora se ha apreciado una expresién aumentada
de la citocina IL-10, cuya funcion es eminentemente antiinflamatoria
(204).
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Figura 15. Esquema representativo de las células madre mesenquimales procedentes de la

pulpa dental (Elaborado con la aplicacién en linea Biorender.com).
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1.4. Papel de la Ingenieria Tisular en la Cirugia Reparadora

La Ingenieria Tisular y la Cirugia Plastica tienen como objetivo principal
restaurar estructural y funcionalmente un tejido u érgano. La Ingenieria
Tisular se postula, desde sus inicios, como un campo con potencial para
desarrollar nuevas estrategias terapéuticas que eviten el requerimiento
de una zona donante, reduciendo la morbilidad asociada, la estancia
hospitalaria, los costes y los riesgos (205,206). Se trata de un campo
consolidado que en los ultimos afios ha evolucionado significativamente

a nivel preclinico y clinico (207,208).

En el momento actual, cabe destacar varios campos en los que conver-
gen la Cirugia Plastica y la Ingenieria Tisular, donde los avances en las
ultimas décadas han sido sustanciosos. Destacan la cobertura de defec-
tos cutaneos, la obtencién y aplicacion de injertos grasos o la reconstruc-

cion 6sea y cartilaginosa, entre otros.

En primer lugar, se distinguen los defectos de cobertura cutanea, es de-
cir, el déficit tisular cutdneo secundario a un evento traumatico como una
herida o a la escision quirdrgica de un tejido tumoral o necrético, conse-
cuencia de una quemadura o una infeccién. En la actualidad existen tra-
tamientos para resolver estos déficits tisulares basados en la utilizacion
de piel obtenida de una localizacion sana del cuerpo del paciente, los in-
jertos de piel autélogos. Sin embargo, no siempre se trata de un trata-
miento éptimo debido, generalmente, a la falta de elasticidad de la piel
injertada. Cuando esta falta de elasticidad se ubica en zonas de flexuras,
como el codo, la rodilla o tobillo, esta opcién terapéutica puede conllevar

un problema funcional importante (209).

Actualmente, para mejorar la elasticidad de la cicatriz en zonas compro-
metidas, existen matrices dérmicas acelulares (Figura 16). Se trata de un
sustituto dérmico biosintético que se implanta en el defecto cutaneo entre

el lecho y el autoinjerto cutaneo (210,211). Existen también otros meca-
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nismos para mejorar la calidad de la cicatrizacion, como la administracion
local de Plasma Rico en Plaquetas (PRP). El PRP es el producto de la
centrifugacion de una toma de sangre del paciente, cuya separacion de
componentes nos permite obtener una muestra de plasma con un nime-
ro elevado de plaguetas. Se ha visto que el PRP es rico en factores de
crecimiento con importantes propiedades regenerativas. Actualmente,
existen numerosas herramientas terapéuticas aceptadas basadas en el
uso de PRP. Estas terapias van desde la puncién intraarticular para el
tratamiento de la artrosis (212) hasta la aplicacién conjunta con injertos
grasos para aumentar la viabilidad y mantener un mayor volumen de los
mismos (213). Ademas, se ha visto que la aplicacion de PRP en zonas
pericicatriciales o intracicatriciales mejora la calidad de la cicatrizacion
(214).
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Figura 16. Matriz dérmica artificial tipo Integra® bicapa. El producto se implanta durante dos
semanas en el lecho de la herida. Una vez cumplido este periodo se retira la parte plastica y
permanece la dermis artificial integrada en el lecho de la herida. Imagen procedente de

www.ilstraining.com
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Otro inconveniente que presentan los injertos de piel es el requerimiento
de una zona donante. Los injertos de piel mas utilizados son los injertos
de espesor parcial, es decir, aquellos constituidos por la epidermis y la
dermis superficial. La dermis profunda permanece en el lecho donante y
posibilita la reepitelizacion espontanea. Sin embargo, las curas de esta
zona donante pueden ser dolorosas y en algunos casos puede verse pro-
longado el tiempo hasta lograr la restauracion de la piel (215,216). Asi-
mismo, algunas enfermedades que afectan a la piel o a su aporte san-

guineo pueden dificultar esa epitelizacion espontanea (217).

No obstante, el principal reto terapéutico que debe afrontarse en casos
de déficits de cobertura cutanea se plantea cuando no se dispone de piel
donante suficiente. Afortunadamente esta situacion es infrecuente y se
limita a pacientes con quemaduras de gran extension, es decir, por en-
cima del 70-80% de superficie corporal total (SCT) o bien cuando se tra-
tan nevus congénitos de gran tamafo (218,219). En la actualidad, el ma-
nejo de estas situaciones se lleva a cabo mediante aloinjertos de piel de
cadaver que se aplican de manera provisional sobre la zona desbridada.
Posteriormente, estos injertos seran rechazados por el paciente y susti-
tuidos por autoinjertos a medida que la zona donante disponible reepiteli-
ze (220). Los aloinjertos permiten tener la zona desprovista de piel cu-
bierta y evitar la pérdida de electrolitos, la infeccion y el desajuste ho-
meostatico consecuente, es decir, aportan tiempo hasta disponer del tra-
tamiento definitivo, los injertos del propio paciente. Desafortunadamente
este procedimiento alarga mucho los tiempos de hospitalizacion y au-

menta el riesgo de complicaciones (221).

Las quemaduras de gran extension estan asociadas a una alta mortali-
dad y, en caso de que el paciente sobreviva, las secuelas tanto funciona-
les como estéticas son resefiables. Para dar respuesta a este reto tera-
péutico se han desarrollado modelos de piel artificial. Estos modelos to-

davia se encuentran en fases iniciales, debido a la complejidad para sus-
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tituir la piel con todas sus capas, tipos celulares y anejos previamente
descritos (222). En la actualidad, se dispone de diferentes estrategias
para la generacion de piel artificial. Por un lado, el modelo en el que se
cultivan células sobre biomateriales biomiméticos y se incuban para pro-
mover la proliferacion. Por otro lado, estrategias basadas en el uso de
laminas celulares en las que células y biomateriales se ensamblan para
formar construcciones mas grandes. En ambos casos, el desarrollo de
los biomateriales se puede optimizar mediante el uso de técnicas nove-

dosas de bioimpresion tridimensional (223,224).

A pesar de haber evolucionado mucho en las ultimas décadas, los resul-
tados funcionales y estéticos del uso de piel artificial son inferiores a los
injertos cutaneos autbélogos, ademas de tratarse de procedimientos de
fabricacion con un coste elevado y tiempos prolongados (225). Por estos
motivos, su indicacion clinica esta practicamente circunscrita a pacientes
gue no disponen de zona cutanea sana suficiente (226). Sin embargo,
hasta la fecha no se ha desarrollado un tipo de piel artificial que cumpla

todos los requisitos funcionales, anatomicos e histolégicos.

Més all4 de los defectos tisulares cutaneos, la Ingenieria Tisular y la Ci-
rugia Plastica también convergen en el estudio y utilizacion del tejido
adiposo. La obtencién de este tejido se puede llevar a cabo con escasa
morbilidad mediante lipoaspiracion (227).

Para disponer del injerto graso tras la lipoaspiracion debe procederse a
la centrifugacion de la muestra. Este procedimiento sirve para retirar el
suero que, conjuntamente con la adrenalina y un anestésico local, consti-
tuyen la solucion de Klein. La composicion de esta solucion fue descrita
por Klein en 1987 y se utiliza en la mayoria de protocolos de liposuccién,
permitiendo obtener un injerto graso con escaso contenido hematico gra-
cias a la vasoconstriccion que aporta la adrenalina, asi como lograr un
proceso de liposuccion menos doloroso debido al aporte de anestésico
local (228).
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El resultado de la obtencion del injerto graso nos permite, tras un proce-
so de disociacion enzimatica mediante colagenasa, aislar las células ma-
dre mesenquimales para utilizarlas en protocolos de Ingenieria Tisular o
aislar su secretoma. También puede utilizarse el injerto graso para apor-
tar volumen y mejorar el trofismo de la piel debido al efecto de las células
mesenquimales y sus factores de crecimiento (229). Este procedimiento
se realiza en el mismo acto quirdrgico de liposuccion, con canulas de in-
filtracion de grasa. Se han descrito procedimientos de enriquecimiento de
los injertos grasos con mas células mesenquimales con el fin de aumen-
tar la calidad de la piel, y teniendo unos porcentajes de reabsorcion del
injerto graso inferiores a los descritos con el injerto sin enriquecer (213).
Sin embargo, en lechos oncolégicos hay que asegurar histolégicamente
la ausencia de tumor tras la reseccion e incluso diferir la reconstruccion
con injerto graso ya que las células mesenquimales y los factores de cre-
cimiento que secretan podrian relacionarse con un incremento del riesgo

de recaida o de metastasis a distancia (230).

Ademas de los efectos ampliamente descritos sobre piel y tejido subcu-
taneo, también se han descrito efectos beneficiosos en enfermedades
autoinmunes como el lupus y la artritis autoinmune, asi como efectos en
la regeneracion neural, hepatica o en el tratamiento de la degeneracion
macular (231-233).

Finalmente, la Ingenieria Tisular y la Cirugia Plastica Reparadora tam-
bién convergen en el objetivo de la reconstruccién 6sea. Este procedi-
miento esta especialmente indicado en defectos congénitos u oncolégi-
cos y existen prometedores estudios tanto en animales como en huma-
nos que utilizan células madre mesenquimales en combinacion con bio-
materiales de propiedades fisicas similares al hueso (234). Dichos pro-
cedimientos podrian sustituir en el futuro a los tratamientos actuales que
se basan principalmente en injertos de hueso autélogo, colgajos libres o

pediculados o implantes de titanio. Estas técnicas de reconstruccion pre-
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sentan en ocasiones problemas a largo plazo a nivel de reabsorcion 6sea
0 desplazamiento de los implantes que conllevan dolor, molestias o in-

cluso el fracaso terapéutico tardio (235,236).

De manera similar, la reconstruccion cartilaginosa nasal que habitual-
mente se realiza con cartilago autdlogo de tabique septal, pabellén auri-
cular o, en su defecto, con cartilago costal (237), puede ser sustituida
mediante Ingenieria Tisular por constructos con propiedades similares al
cartilago, sembrados con condrocitos y enriguecidos con células mesen-
guimales o factores de crecimiento (238). En la reconstruccién auricular
por microtia 0 anotia los avances son sustanciales y existen modelos de
constructos cultivados con condrocitos y posteriormente implantados en

un bolsillo subdérmico en la zona auricular (239).

Ademas de las aplicaciones en piel, tejido adiposo, hueso o cartilago,
también se estan observando avances en otros tejidos. Hay estudios que
utilizan células madre mesenquimales de médula 6sea y de tejido adipo-
so para reforzar la reparacion tendinosa (240,241). También existen
avances para la regeneracion de defectos nerviosos gracias a la Ingenie-
ria Tisular disminuyendo la aparicion de neuromas (242,243). Incluso se
ha visto en modelos in vitro e in vivo que los factores neurotroficos deri-
vados de células mesenquimales mejoran y aceleran la regeneracion

nerviosa (244).

Una vez descritas las principales convergencias entre la Ingenieria Tisu-
lar y la Cirugia Plastica Reparadora resulta evidente que la Ingenieria
Tisular puede revolucionar la practica diaria de la Cirugia Plastica
(245,246). Sin embargo, a pesar de los avances comentados existe to-
davia un largo camino por recorrer especialmente en lo que se refiere a
la generacion de modelos de piel artificial que permitan lograr de manera
segura y rapida modelos de piel artificial aplicables clinicamente (247-
248).
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En este sentido, para conseguir modelos de piel artificial de manera se-
gura y rapida, el uso de estrategias de elaboracion de tejidos artificiales
mediante la utilizacion de secretoma derivado de células madre mesen-
guimales se postula como una herramienta terapéutica prometedora para
optimizar el desarrollo de piel humana artificial potencialmente traslada-

ble a la clinica.

Una vez desarrollado el problema de investigacion y la identificacion de
la Ingenieria Tisular como alternativa terapéutica, a continuacion, en la
presente Tesis Doctoral, se detallara la hipotesis y los objetivos a desa-
rrollar, asi como, el material y métodos para la consecucion de los mis-
mos y los resultados obtenidos discutidos en el contexto de la literatura

cientifica actual.
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2. HIPOTESIS
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La piel humana es el 6rgano mas grande del cuerpo y desempefia un
papel importante en la proteccion contra los factores externos, asi como
en la regulacién de la temperatura, la hidratacién y la percepciéon de es-
timulos. Diferentes patologias de tipo traumatico, autoinmune u oncologi-
co, entre otras, pueden alterar la estructura y funcionamiento normal de
la piel humana. A pesar de los importantes avances en el campo de la
Cirugia Plastica en las ultimas décadas, el tratamiento de diversas pato-

logias supone un reto y los resultados siguen siendo mejorables.

En este contexto, la Ingenieria Tisular ofrece una estrategia prometedora
gue combina células, matrices extracelulares y moléculas de sefaliza-
cion para la regeneracion de la piel. Los avances actuales en el campo
de la Ingenieria Tisular se centran en el desarrollo de sustitutos de piel
artificial basados en diferentes tipos de biomateriales y fuentes celulares.
Uno de los principales retos en este campo es la obtencion de cultivos de
células epiteliales viables en el menor tiempo posible, con alta capacidad

de proliferacion y que permitan acelerar el proceso de biofabricacion.

Por este motivo, la utilizacién de secretoma de células madre mesenqui-
males podria constituir la base de nuevos protocolos para mejorar los
métodos de cultivo de células epiteliales que existen en la actualidad,
aumentando su viabilidad, su proliferacion y su capacidad de reparacion
de heridas. Esto podria suponer un avance significativo en el proceso de
biofabricacién de pieles artificiales, con alto impacto social y sanitario en

el area de la Cirugia Plastica Reparadora.
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3. OBJETIVOS
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3.1. Objetivo general:

Evaluar el efecto del uso de secretoma de células madre mesenquimales
sobre células epiteliales para la optimizacion de protocolos de genera-
cion de piel artificial mediante técnicas de Ingenieria Tisular aplicables a

la Cirugia Plastica Reparadora.
3.2. Objetivos especificos:

- Aislar, cultivar y caracterizar células madre mesenquimales derivadas
del tejido adiposo, de la gelatina de Wharton del cordén umbilical y de la

pulpa dental humana.

- Aislar y purificar el secretoma de células madre mesenquimales deriva-
das del tejido adiposo, de la gelatina de Wharton del cordén umbilical y

de la pulpa dental humana.

- Evaluar el efecto del secretoma de células madre mesenquimales deri-
vadas del tejido adiposo, de la gelatina de Wharton del cordén umbilical y
de la pulpa dental humana sobre la viabilidad de células epiteliales de

piel humana.

- Evaluar el efecto del secretoma de células madre mesenquimales deri-
vadas del tejido adiposo, de la gelatina de Wharton del cordén umbilical y
la pulpa dental humana sobre la proliferaciéon de células epiteliales de

piel humana.

- Evaluar el efecto del secretoma de células madre mesenquimales deri-
vadas del tejido adiposo, la gelatina de Wharton del cordon umbilical y la
pulpa dental humana sobre células epiteliales de piel humana en un mo-

delo in vitro de reparacién de heridas.

- Evaluar a nivel clinico e histologico el efecto del secretoma de células
madre mesenquimales derivadas del tejido adiposo, de la gelatina de
Wharton del cordon umbilical y de la pulpa dental humana sobre células

epiteliales de piel humana en un modelo in vivo de reparacién de heridas.
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4. MATERIALES Y METODOS
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4.1. Aislamiento, cultivo y caracterizacién de las células madre

mesenquimales (CMM).

El aislamiento y el cultivo de las células madre mesenquimales (CMM) en
la presente Tesis Doctoral se realizé a partir del procesamiento de dife-
rentes tejidos humanos. La obtencion de todas las muestras de tejido se
llevo a cabo de acuerdo con las directrices de la Declaracion de Helsinki,
y todos los métodos se llevaron a cabo de acuerdo con las directrices y
reglamentos pertinentes. El estudio fue aprobado por el Comité Coordi-
nador de Etica de Investigacién Biomédica de Andalucia con el cédigo de
protocolo S1900527, fecha de aprobacion 27 de diciembre de 2019. Se
obtuvo el consentimiento informado de todos los sujetos implicados en el

estudio o de sus tutores legales.

En primer lugar los cultivos celulares primarios de CMM humanas proce-
dentes del tejido adiposo se obtuvieron a partir de biopsias procedentes
del paniculo adiposo abdominal excedente de reconstrucciones mama-
rias con colgajo libre de las arterias perforantes de la arteria epigastrica
inferior profunda cedido por el departamento de Cirugia Plastica del Hos-

pital Universitario Virgen de las Nieves (Granada) (Figura 17) (249).

Figura 17. Biopsia obtenida del paniculo adiposo abdominal. El tejido forma parte del exceden-
te tisular que, durante la cirugia reconstructiva, se desecha para dar forma a la mama recons-
truida con la transferencia tisular microquirdrgica. Imagen cedida por el servicio de Cirugia

Plastica, Reparadora y Estética del Hospital Universitario Virgen de las Nieves (Granada).
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Una de las reconstrucciones mas utilizadas tras una mastectomia por
cancer de mama es la reconstruccion autologa con colgajo abdominal
irrigado por vasos perforantes de la arteria epigastrica inferior profunda,
conocido por sus siglas en inglés como colgajo “DIEP” (Deep Inferior Epi-
gastric Perforator). Esta técnica consiste en la transferencia de tejido ab-
dominal y requiere de la anastomosis microquirargica de los vasos epi-
gastricos inferiores profundos a los vasos mamarios internos (Figura 18)
(250).

=

Figura 18. Resultado final intraquirargico de reconstruccion mamaria mediante colgajo “DIEP”.
La mama derecha se ha simetrizado mediante una mamoplastia de reduccién. Imagen proce-
dente de paciente intervenida en el Departamento de Cirugia Plastica del Hospital Universitario

Virgen de las Nieves (Granada).

Por otro lado, para obtener cultivos primarios de CMM humanas de la
pulpa dental se obtuvo tejido procedente de exodoncias de tercer molar

en pacientes sanos extraidos por prescripcién odontologica.
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A su vez, para la obtencién de cultivos primarios de CMM humanas de la
gelatina de Wharton, se obtuvieron muestras del cordon umbilical de re-

cién nacidos sanos.

A su llegada al laboratorio todas las muestras fueron lavadas con tampoén
fosfato salino (PBS) y, tras un proceso mecanico de diseccion, se obtu-
vieron los tejidos ricos en células mesenquimales. Posteriormente, las
muestras de tejido se digirieron enzimaticamente en una solucion de 2
mg/mL de colagenasa tipo | de Clostridium histolyticum (Gibco-Thermo
Fisher Scientific, Walthamb, MA, EE.UU.) durante 6 h a 37°C. Tras este
proceso se centrifugd la solucidén y se recogieron las células sedimenta-

das.

Las células procedentes del tejido adiposo y las derivadas de pulpa den-
tal humana se cultivaron en frascos de 25 mm? en medio de cultivo Eagle
modificado de Dulbecco (DMEM) (Sigma-Aldrich/Merck, Burlington, MA,
EE.UU.) complementado con un 10% de suero bovino fetal (FBS) y un
1% de antibidticos y antimicoticos (100 U/mL de penicilina G, 100 mg/mL
de estreptomicina y 0.25 mg/mL de anfotericina B) (Sigma-
Aldrich/Merck). Por otro lado, en las células procedentes de la gelatina
de Wharton del corddén umbilical se utilizo el medio de cultivo Amniomax-
C100 (Gibco-Thermo Fisher Scientific). Todos los cultivos primarios fue-
ron mantenidos en condiciones estandar de cultivo celular a 37°C en una
incubadora humidificada (Esco Lifesciences Group Ltd, Singapur, Singa-
pur) con un 5% de CO,. Una vez que las células alcanzaron el 70% de
confluencia, fueron tripsinizadas con tripsina-acido etilendiaminotetraace-
tico (EDTA) al 0.25% (Sigma-Aldrich/Merck) para el analisis de los mar-
cadores de indiferenciacion propuestos por la International Society for
Cellular Therapy (ISCT).

Como se mencion6 anteriormente, para que una fuente celular sea con-
siderada como célula madre mesenquimal debe presentar una triple con-

dicion (130). En primer lugar, mostrar adherencia a superficies plasticas
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tras los lavados. En segundo lugar, mostrar un determinado fenotipo de
expresion positiva y negativa de marcadores del complejo CD (Cluster of
Differentiation) y en tercer lugar, debe presentar capacidad de diferen-
ciacion in vitro a condrocitos, adipocitos y osteocitos. En la presente Te-
sis Doctoral se llevd a cabo la caracterizacion de las CMM a partir de es-
tudios de adherencia celular y citometria de flujo. Para llevar a cabo la
citometria de flujo, se colocaron 5x10° células en tubos de citometria de
flujo y se lavaron con 2 mL de tampon de tincion (R&D Systems Inc.,
Minneapolis, MN, USA). A continuacion se incubaron las células durante
5 minutos con 2 mL de PBS con 0.1% de albumina de suero bovino y
0.1% de suero fetal bovino (FBS) para bloquear los receptores Fc. Poste-
riormente, las células fueron marcadas con un cocktail positivo (CD73,
CD90 y CD105) y un cocktail negativo (CD11b, CD19, CD34, CD45, and
HLA-DR) e incubadas durante 45 minutos a 4°C en oscuridad. Una vez
etiquetadas las células, se colocaron en un tampoén de tincion, se anali-
zaron con un citometro de flujo FACSCalibur (BD Biosciences) y se cuan-

tifico el porcentaje de células positivas de cada grupo de estudio (251).

4.2. Cultivo de células epiteliales de piel humana.

Las células epiteliales de piel humana (CRL-4048) se adquirieron en la
American Type Culture Collection (ATCC) (Manassas, EE.UU) y se culti-
varon en un medio de cultivo de células epiteliales que consistié en una
mezcla de HAM-F12 (150 mL), DMEM (300 mL) y FBS (50 mL) comple-
mentado con penicilina/estreptomicina (50 Ul/mL), adenina (24 ug/mL),
insulina (5 pg/mL), triyodotironina (1.3 ng/mL), hidrocortisona (0.4 pug/mL)
y factor de crecimiento epidérmico (EGF) (10 mg/mL) (todos de Sigma-
Aldrich/Merck).

Las células epiteliales de piel humana (CRL-4048) se cultivaron a 37°C
en una incubadora humidificada con un 5% de CO,, reemplazando el
medio de cultivo cada 2-3 dias.
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4.3. Obtencién y caracterizacién proteica del secretoma de tejido
adiposo (S-AD), de pulpa dental (S-PD) y de gelatina de Wharton
del cordon umbilical (S-WH).

Para la obtencién del secretoma de células madre mesenquimales
(CMM) del tejido adiposo (S-AD), de la pulpa dental (S-PD) y de la gelati-
na de Wharton del cordon umbilical (S-WH) se utilizaron tres frascos de
75 cm? con células procedentes de tres pacientes diferentes para cada
tipo de secretoma. El secretoma se obtuvo de los metabolitos liberados
por cada tipo de CMM. En concreto, pasadas 72 horas desde la obten-
cion de una confluencia celular del 70%, se recogi6 el medio de cultivo y
se centrifugd a 3100 g durante 10 min (Heraeus Sepatech Ominfuge
2.0RS) con el fin de obtener el secretoma derivado de cada tipo de CMM

y eliminar los desechos celulares y los cuerpos apoptoéticos (Figura 19).
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Figura 19. Esquema del protocolo de obtencion de secretoma procedente de células madre

mesenquimales humanas (Elaborado con la aplicacién en linea Biorender.com).
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Posteriormente, se procedio a su filtracion empleando filtros de 0.22 pm
(Sartorius Minisart® NML Syringe Filter 16534). Los secretomas obteni-
dos de cada tipo de CMM se almacenaron a -80°C para su posterior uso
experimental. Para llevar a cabo la cuantificacion de la concentracion
proteica contenida en cada tipo de secretoma se realizo el test de Brad-
ford. Para ello, se utilizd el kit de cuantificacion proteica de Sigma-Aldrich
51254-1KT y azul de Coomassie (Coomassie Brilliant Blue), midiendo la
absorbancia a 600 nm. Una vez establecida la curva de Bradford, se

cuantificaron los secretomas.

Para la caracterizacion del secretoma del tejido adiposo (S-AD), de pulpa
dental (S-PD) y de gelatina de Wharton del cordon umbilical (S-WH) se
determind la expresion proteica de cada tipo de secretoma en el medio
basico no acondicionado (DMEM) mediante un array de proteinas huma-
nas (R&D Systems Inc., Minneapolis, MN, USA; Cat: ARY007). En primer
lugar, se bloguearon las membranas del array de proteinas con 2.0 mL
del tampon comercial proporcionado por el kit, y se afiadié 1.0 mL de ca-
da secretoma de CMM cuya concentracion final fue de 2 mg de proteina
total por mL. Las muestras se trataron con 15 pL de un cocktail de anti-
cuerpos de deteccién proporcionado por el kit comercial, se lavaron y se
incubaron con 2.0 mL de estreptavidina-HRP. Por dltimo, las muestras
fueron lavadas y las membranas cubiertas con el reactivo quimico sumi-
nistrado por el kit comercial. Se incubaron durante 1 minuto a temperatu-
ra ambiente antes de la exposicion de las membranas prehibridadas a la

pelicula radiogréfica.

Una vez reveladas las peliculas radiograficas se cuantificé la intensidad
de la sefal en cada punto con el software Image J (Wayne Rasband,
NIH, MD, EE.UU.) Se obtuvieron cuatro réplicas técnicas (n=4). Los re-
sultados se normalizaron con respecto a la concentracion total de protei-

nas de los controles incluidos en el array.
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4.4. Analisis in vitro del efecto del secretoma de tejido adiposo (S-
AD), de pulpa dental (S-PD) y de gelatina de Wharton del corddn
umbilical (S-WH) sobre células epiteliales humanas.

Para realizar un analisis in vitro del efecto del S-AD, del S-PD y del S-WH
sobre las células epiteliales humanas fue necesario exponer dichas célu-
las a los distintos tipos de secretoma (Figura 20). Para ello, las células
epiteliales se cultivaron en placas de cultivo celular de 96 pocillos (Sars-
tedt®) a una densidad celular de 1.7 - 10* células/cm? con medio de culti-
vo de células epiteliales. Posteriormente, pasadas 48 h, se elimind el
medio y las células se lavaron con solucion salina tamponada con fosfato
(PBS).

zelino GELATINA | PULPA
ADIPOSO DE WHARTON DENTAL
v v ¥
Cultivo de CMM del Cultivo de CMM de la Cultivo CMM de
tejido adiposo gelatina de Wharton pulpa dental
v v {
S-AD S-WH S-PD
v v v
( Células . ‘ ( VCélulas ‘ ‘ Células 1
epiteliales | epiteliales | epiteliales |

Figura 20. Esquema del estudio in vitro del efecto del secretoma de células madre mesenqui-
males (CMM), en concreto del secretoma de tejido adiposo (S-AD), del secretoma de gelatina
de Wharton del cordén umbilical (S-WH) y del secretoma de pulpa dental (S-PD), sobre células

epiteliales humanas (Elaborado con la aplicacion en linea Biorender.com).
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Para comparar el efecto de una concentracién cambiante de secretoma a
unos tiempos de exposicion diferentes, se cultivaron las células epitelia-
les con medio suplementado con concentraciones crecientes de cada
tipo de secretoma (25%, 50%, 75%, 100%), siendo 2000 ug/mL la con-
centracién 100%. Asimismo, como controles positivos se utilizd6 medio de
cultivo basal diluido con PBS a las mismas concentraciones que los gru-
pos de estudio (25%, 50%, 75%, 100%). El efecto sobre las células para
cada tipo de secretoma y concentracion fue evaluado a las 24, 48, 72 y
120 h. Una vez realizada la exposicion de las células epiteliales humanas
a los secretomas, se realizé un analisis de la viabilidad celular, de la pro-

liferacion celular y de la reparacion de heridas.

4.4.1. Analisis de la viabilidad de las células epiteliales de piel hu-

mana.

Para determinar los efectos biol6gicos de los secretomas de las proce-
dencias estudiadas (S-AD, S-PD y S-WH) sobre la viabilidad de las célu-
las epiteliales, se utilizé un kit de andlisis de viabilidad/citotoxicidad celu-
lar (LIVE/DEAD® Life Technologies, Carlsbad, CA, EE.UU.). Para ello, las
células epiteliales incubadas con cada tipo de secretoma, concentracion
y tiempo se lavaron en PBS. A continuacién, se afiadié una solucion de
acetoximetil calceina y bromuro de etidio durante 15 minutos a 37° C (Fi-
gura 21). Posteriormente, las células se lavaron nuevamente con PBS y
se obtuvieron imagenes histolégicas con un microscopio de fluorescencia

invertido Nikon Eclipse Ti-U (Nikon, Tokio, Japdn).

En cada muestra se cuantifico el porcentaje de células vivas (tefiidas de
verde) y de células muertas (tefiidas de rojo). Los controles positivos
consistieron en células epiteliales cultivadas en medio de cultivo basal,
mientras que los controles negativos fueron células epiteliales tratadas
con un 2% de Triton X-100 (Sigma-Aldrich/Merck) para inducir la lisis ce-

lular. Todos los andlisis se realizaron por triplicado (n=3).
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Figura 21. Fundamento del ensayo de viabilidad mixto LIVE/DEAD®. En este ensayo se eva-
lGa, por un lado, la actividad metabdlica esterasa en el citosol (ensayo funcional) mediante el
reactivo acetoximetil-calceina (AM-Calceina). Por otro lado, se evalla la integridad de la mem-
brana plasmética mediante el reactivo EHD-1 que emite fluorescencia al unirse al ADN del nu-

cleo (Elaborado con la aplicacién en linea Biorender.com).

Ademas del analisis LIVE/DEAD®, la viabilidad celular también se evalu6
mediante la cuantificacién del ADN libre. Para ello, se recogieron 2.0 ul
del sobrenadante de cada uno de los cultivos celulares a las 24, 48, 72y
120h. A continuacion, se cuantificé la cantidad de ADN libre en el medio
con el equipo UV-Vis NanoDrop 2000 (Gibco-Thermo Fisher Scientific)
(Figura 22).

Se utilizaron controles positivos y negativos como los descritos para el
ensayo LIVE/DEAD®. Todos los anélisis se realizaron por triplicado (n=3)
y los resultados se expresaron como porcentaje de viabilidad celular
después de normalizar cada valor con respecto a los controles negativo y

positivo.
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Figura 22. Esquema del protocolo de cuantificacion del ADN libre (CMM) mediante NanoDrop®

2000 obtenido del cultivo de células epiteliales enriquecidas con secretoma de células madre

mesenquimales. (Elaborado con la aplicacién en linea Biorender.com).

4.4.2. Andlisis de la proliferacion de las células epiteliales de piel

humana.

Para estudiar la capacidad del secretoma de células madre mesenquima-
les (CMM) de inducir proliferacion celular, se cuantifico el nimero de cé-
lulas mediante citometria de flujo y se realiz6 una prueba de actividad

mitocondrial denominada WST-1.

Para la cuantificacion de células mediante citometria de flujo, los cultivos
celulares fueron lavados dos veces en PBS vy tripsinizados con tripsina-
EDTA al 0.25% (Sigma/Aldrich Merck). A continuacion, las células diso-
ciadas se resuspendieron en un tampon constituido por una mezcla de
PBS con un 10% de FBS y un 2% de EDTA (Sigma/Aldrich Merck). Pos-
teriormente, se cuantificd el nimero de células con un citbmetro de flujo
NovoCyte® (ACEA Biosciences, Inc., San Diego, CA, USA) (Figura 23).
En referencia a los controles, se procedié como en los estudios de viabi-
lidad celular, es decir, como controles positivos se utilizaron células epite-
liales cultivadas a diferentes concentraciones (25%, 50%, 75%, 100%) de
medio de cultivo basal y como controles negativos se opté por células

epiteliales tratadas con un 2% de Triton X-100 (Sigma-Aldrich/Merck).
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Ademas, los resultados se normalizaron con respecto al valor de control
para calcular el fold-change (FC) sobre la cantidad de células referencia
del grupo de control (FC=1). Todos los analisis se realizaron por triplica-
do (n=3).

PBSx 2 Tripsina-EDTA PBS + FBS

-H

Citometria de Flujo

Figura 23. Esquema del protocolo de cuantificacion celular mediante citometria de Flujo, que
consistié en dos lavados con tampén fosfato salino (PBS) y la disociacién celular con tripsina

EDTA para su posterior andlisis (Elaborado con la aplicacién en linea Biorender.com).

Ademas de la citometria de flujo también se analizo la proliferacién celu-
lar con el ensayo colorimétrico WST-1 (reactivo de proliferacion celular
WST-1, Sigma/Aldrich Merck). Este procedimiento consistié en afiadir sal
de tetrazolio soluble en agua al medio de cultivo de cada grupo de estu-
dio que contenia células epiteliales cultivadas con los diferentes tipos y
concentraciones de secretoma a las 24, 48, 72 y 120 h (252,253). Poste-

riormente, las células se incubaron en esta mezcla durante 4 h a 37° C.

A continuacion, se realizé un analisis colorimétrico midiendo la absor-
bancia a 450 nm con un lector de espectrofotometro de microplacas Asys
UVM-340 (Biochrom, Cambridge, Reino Unido) (Figura 24).

Se utilizaron controles positivos y negativos como se ha descrito para los
analisis de viabilidad celular, y los resultados se normalizaron con res-
pecto a los controles positivos (considerados 100%) y los controles nega-
tivos (considerados 0%). A su vez y como en los casos anteriores, todos

los andlisis se realizaron por triplicado (n=3).
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Figura 24. Descripcion del ensayo colorimétrico WST-1 para llevar a cabo el andlisis de prolife-
racion de células epiteliales de piel humana. (Imagen editada con la aplicacion en linea Bioren-

der.com).

4.4.3. Prueba de reparacion de heridas

Para determinar la capacidad de las células epiteliales para reparar un
defecto tisular tras la exposicién al secretoma obtenido de células madre
mesenquimales (CMM), se realiz6 un analisis de reparacion de heridas in
vitro con el kit Oris® Universal Cell Migration Assembly Kit (Platypus Te-
chnologies LLC, Fitchburg, WI, USA).

Para ello, las células se cultivaron a una densidad celular de 1.7 - 10*
células/cm? en placas de 96 pocillos que contenian los tapones propor-
cionados por el fabricante (Figura 25). El procedimiento se inicié utilizan-
do medio de cultivo epitelial durante 48 h para favorecer la confluencia
celular. Una vez conseguida dicha confluencia, se retiraron fisicamente
los tapones de las placas para permitir que las células migraran a las zo-
nas vacias como se aprecia en la figura 25. El medio de cultivo epitelial
se sustituyé por medio enriguecido con secretoma de CMM de cada una
de las fuentes estudiadas a diferentes concentraciones (25%, 50%, 75%,
100%).

Para evaluar los resultados, se obtuvieron imagenes cada 12 h con el

microscopio invertido Nikon Eclipse Ti-U hasta apreciarse la ocupacion
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completa del area previamente interferida por los tapones (Figura 25).
Estos analisis se realizaron por triplicado (n=3). En cada muestra se
cuantificé el area ocupada por las células epiteliales y la superficie des-
provista de células con el software Image J. Posteriormente, los resulta-
dos se normalizaron respecto a los controles a tiempo 0, considerando

100% cuando el espacio esta completamente vacio.

/ Y TAPON
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<
e®e f —> —
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ANADIR RETIRAR MIGRACION
CELULAS INCUBAR TAPONES CELULAR

0000

Figura 25. Esquema del ensayo de reparacién de heridas in vitro mediante del uso del kit
oris™ Universal Cell Migration Assembly. (Elaborado con la aplicacion en linea Bioren-

der.com).

4.5. Analisis in vivo del efecto del secretoma de tejido adiposo (S-
AD), de pulpa dental (S-PD) y de gelatina de Wharton del corddn
umbilical (S-WH).

Para evaluar los efectos in vivo de los diferentes secretomas, se aplicé S-
AD, S-DP o S-WH en lesiones cutaneas de espesor completo infligidas a
ratas Wistar de laboratorio. Todos los animales utilizados fueron ratas
macho adultas de doce semanas de edad. Se utilizaron 6 animales por

cada grupo experimental (n=6).

La experimentacion animal fue aprobada por el Comité de Etica y Expe-
rimentacion Animal (CEEA) de Granada y por la Consejeria de Agricultu-

ra, Ganaderia, Pesca y Desarrollo Sostenible de la Junta de Andalucia,
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Espafia, con el codigo de protocolo 19/04/2021/053, con fecha de apro-
bacion el 21 de abril de 2021. Todos los experimentos con animales se
llevaron a cabo de acuerdo con las directrices y regulaciones pertinentes

nombradas y los autores cumplieron con las directrices ARRIVE.

En primer lugar, los animales fueron anestesiados usando ketamina y
acepromazina. A continuacion, se utilizd6 un punzéon dermatolégico de 8
mm para generar 4 lesiones circulares idénticas en el dorso de cada
animal, retirando la piel extirpada por el punzon dermatologico (Figura
26). En casos de hemorragia secundaria al procedimiento, se consigui6
una adecuada hemostasia presionando mecanicamente la lesion durante

2-3 minutos con una gasa esteéril.

Punzén
8 mm

|

Figura 26. Lesiones en dorso de ratas con punzon dermatolégico de 8 mm para llevar
a cabo el analisis in vivo del efecto del secretoma de células madre mesenquimales.

(Imagen editada con la aplicacién en linea Biorender.com).

Posteriormente, se aplicaron 50 uL de cada tipo de secretoma (S-AD, S-
DP, S-WH) en cada defecto cutaneo (Figura 27). El grupo control consis-
tié en la aplicacion de 50 yL de DMEM con 10% de FBS y 1% de antibi6-
ticos y antimicéticos, ya que los secretomas se generaron y diluyeron en

el mismo medio.
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A continuacion, se protegieron los defectos cutaneos con una gasa esté-
ril y se realizé un seguimiento de los animales durante cuatro semanas,
con la aplicacion de cada tipo de secretoma cada 24 h. Se tomaron ima-
genes de cada defecto al cabo de cuatro semanas, y se cuantifico el area
ocupada por cada defecto utilizando el software Image J (National Institu-
tes of Health, Bethesda, MD, EE.UU).

Figura 27. Evaluacion del efecto del secretoma aislado de células madre mesenqui-

males en heridas en el dorso de ratas Wistar de doce semanas de edad.

Tras cuatro semanas de seguimiento, se practicé la eutanasia a los ani-
males y las areas de regeneracion se extrajeron quirdrgicamente y se
fijaron en formol para su andlisis histolégico. Posteriormente, los tejidos
fijados fueron deshidratados, aclarados e incluidos en parafina para ob-
tener cortes histoldgicos de 5 um. Una vez obtenidos los cortes histologi-
cos, estos fueron desparafinizados y tefidos utilizando métodos histolo-
gicos e histoquimicos rutinarios. Concretamente, se utilizé la tincion de
hematoxilina-eosina y tricrémico de Masson para la evaluacién de la mor-
fologia global, la técnica de rojo picrosirio para la evaluacion de las fibras
de coladgeno y la técnica de azul alcian para la evaluacion de los proteo-

glicanos.
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En lo que se refiere al procesamiento histoldgico, todos los cortes fueron
desparafinados y rehidratados mediante una bateria de alcoholes decre-
cientes (100%, 96%, 70%, 50%). Concretamente para la tincion hemato-
xilina-eosina, las muestras fueron sumergidas, en primer lugar, en el co-
lorante hematoxilina y posteriormente, tras un lavado con agua destilada,
en el colorante eosina. En referencia a la tincion tricromico de Masson las
muestras fueron tefiidas con una solucién de escarlata-fucsina acida,
posteriormente, se aplicé una solucion de acido fosfomolibdico-
fosfotangstico y, finalmente, una solucion de azul de anilina. En cuanto a
la técnica de rojo picrosirio, los cortes histolégicos se tifieron con la solu-
cion de trabajo Sirius red F3B y posteriormente fueron contrastados con
Hematoxilina de Harris. Para la Gltima tincién se empled una solucién de
azul alcian y, a continuacién, se lavaron las muestras con PBS (254—
257).

4.6. Analisis Estadistico

Se utilizé la prueba de Kruskal-Wallis para detectar diferencias globales
entre todos los grupos de estudio. Posteriormente, se realizaron compa-
raciones especificas post-hoc por pares con la prueba U de Mann-
Whitney. Este analisis estadistico se utiliz6 para comparar cada grupo de
estudio (cada tipo de secretoma, cada concentracion y cada tiempo de
estudio) con el grupo control (DMEM para S-AD y S-PD, y Amniomax C-
100 para S-WH). La misma prueba se utilizé para comparar los resulta-
dos obtenidos para dos tipos diferentes de secretoma en las pruebas de
analisis de proteinas, viabilidad celular y andlisis de proliferacién celular,
asi como para comparar el tamafio de los defectos generados en los
animales de laboratorio. Las correlaciones entre los resultados de dos

pruebas se comprobaron con la prueba rho de Spearman.

Todas las pruebas estadisticas se realizaron con el software SPSS v. 25

(SPSS, Inc., Chicago, IL, EE.UU.) y con el complemento Excel Real Sta-
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tistics, disponible en www.real-statistics.com (Dr. Charles Zaiontz, Purdue
University, West Lafayette, IN, EE.UU.). El nivel de significacion se fij6é en

el 5%. Las gréficas se realizaron con el software Prism GraphPad de
Dotmatics®.
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5. RESULTADOS
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5.1. Aislamiento, cultivo y caracterizaciéon de las células madre

mesenquimales (CMM).

Los resultados del aislamiento y caracterizacion de las CMM revelaron la
capacidad de adherencia de las tres fuentes celulares estudiadas (CMM
del tejido adiposo, CMM de la pulpa dental y CMM de la gelatina de
Wharton) a la superficie de cultivo (Figura 28).

Figura 28. Imagenes de microscopia de contraste de fases tras el aislamiento y cultivo de célu-
las madre mesenquimales (CMM). A: CMM de tejido adiposo; B: CMM de pulpa dental; C:
CMM de gelatina de Wharton del cordén umbilical. Barra de magnificacion 100pm.

Asimismo, el analisis de la expresion de marcadores de indiferenciacion
(CD73, CD90 y CD105) mostro la expresion positiva de CD73, CD90 vy
CD105, asi como la expresion negativa de CD14 (o CD11b), CD34,
CD45, CD79a (o CD19) y antigeno leucocitario humano (HLA)-DR. Estos
marcadores fueron analizados en conjunto mediante un cocktail negativo
(Figura 29).
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Figura 29. Resultados del proceso de caracterizacion de células madre mesenquimales (CMM)

mediante citometria de marcadores mediante citometria de flujo.
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5.2. Caracterizaciéon proteica del secretoma de tejido adiposo (S-
AD), de pulpa dental (S-PD) y de gelatina de Wharton del cordén
umbilical (S-WH).

El analisis de la expresion proteica de los secretomas procedentes de
CMM de tejido adiposo (S-AD), de pulpa dental (S-PD) y de gelatina de
Wharton (S-WH) reveld la expresion de numerosas proteinas con funcio-

nes variadas (Figura 30y Tabla 1).

S-AD S-PD S-WH

Figura 30. Imagen radiogréfica de los array de cada uno de los tres tipos de secretoma anali-
zados. S-AD: Secretoma de CMM de tejido adiposo; S-PS: Secretoma de CMM de pulpa den-

tal; S-WH Secretoma de CMM de la gelatina de Wharton del cordén umbilical.
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Proteinas S-AD S-PD S-WH
Activina A 0.00+0.00 0.00+0.00 74.28+85.89
Angiogenina 0.00+0.00 > 175.98+50.25 " 80.53+25.70*P
Angiopoyetina-1 0.00+0.00° 950.81+388.12 *" 0.00+0.00 °
Angiopoyetina-2 0.00+0.00° 193.18+14.76 »W 0.00+0.00 °
Artemina 137.43+52.20 %W 227.09+86.56 W 0.00+0.00 *P
Factor de coagulacion IlI 0.00+0.00 " 0.00+0.00 262.26+94.45 P
CXCL16 0.00+0.00° 172.64+38.90 W 0.00+0.00 °
DPPIV 0.00+0.00° 115.05+67.85 * 73.85+90.55
Endostatina/Colageno XVIII 0.00+0.00° 211.40+56.44 *V 0.00+0.00 °
Endotelina-1 0.00+0.00° 143.96+81.59 W 0.00+0.00 °
GDNF 0.00+0.00 " 0.00+0.00"W 237.52+82.02 AP
GM-CSF 0.00+0.00° 211.58+44.20 W 0.00+0.00°
HB-EGF 0.00+0.00° 131.00+45.69 W 0.00+0.00 °
HGF 0.00+0.00° 235.84+46.214%W 0.00+0.00°
IGFBP-1 0.00+0.00° 103.67+70.65 *W 0.00+0.00°
IGFBP-2 0.00+0.00° 1.367.16+281.70 & 0.00+0.00°
IGFBP-3 635.52+341.84 W 908.30+407.36 W 0.00+0.00 *P
IL-8 0.00+0.00 "% 5.292.86+431.42 *V  902.98+209.65 P
MCP-1 0.00+0.00 "% 3.114.89+816.07 "  128.31+82.31°°
MMP-9 0.00+0.00° 194.32+44.77 W 58.67+67.94°
Pentraxina 3 (PTX3) 950.49+329.62°  2.428.13+324.78""  932.59+195.52°
Persefina 0.00+0.00° 242.11+130.05 *W 0.00+0.00 °
Factor plaquetario 4 (PF4) 0.00+0.00° 106.33+101.32 AW 0.00+0.00°

Serpin E1
Serpin F1
TIMP-1
Trombospondina-1
uPA
VEGF

3.766.56+1.064.20 "
890.28+195.87 *V
3.319.92+823.43 °
3.749.86+1.003.73
0.00+0.00 >
175.00+86.53 ™"

3.712.11+251.93"
3.670.35+181.96 "
4.304.53+165.44 "
4.002.02+463.98 "
5,551.01+180.03 "
2,800.51+92.91 "

2.536.60+197.68 *°
2.007.66+327.05"°
3.291.71+268.86 °
2.376.19+329.89 P
944.53+335.50 P
0.00+0.00 AP

Tabla 1. Cuantificacién de las proteinas halladas en cada tipo de secretoma. Los valores co-

rresponden a la intensidad media de los pixeles + desviacién estandar de cada proteina. S-AD:

Secretoma de células mesenquimales del tejido adiposo. S-PD: Secretoma de células madre

de la pulpa dental. S-WH: Secretoma de células madre de la gelatina de Wharton del cordén

umbilical. A: Las diferencias comparadas con S-AD son estadisticamente significativas; D: Las

diferencias comparadas con S-PD son estadisticamente significativas; W: Las diferencias con

S-WH son estadisticamente significativas.
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Como aparece en la Figura 31, en el S-AD se observé la expresion de 8
de las 55 proteinas analizadas (14.54%), incluyendo el factor de creci-
miento del endotelio vascular (VEGF), el inhibidor 1 de la metalopeptida-
sa (TIMP-1), la trombospondina-1, la serpina E1, la proteina transporta-
dora 3 del factor de crecimiento similar a la insulina (IGFBP-3), la serpina
F1 y la pentraxina 3 (PTX3). Por un lado, al comparar la expresion pro-
teica del S-AD con la expresién hallada en el S-WH, se encontraron dife-
rencias estadisticamente significativas en todas las proteinas excepto
para PTX3 y TIMP-1. Por otro lado, la comparaciéon del S-AD con S-PD
evidencid diferencias estadisticamente significativas en VEGF, TIMP-1,
serpin F1y PTX3 (p<0.05) (Tabla 1).
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Figura 31. Analisis de expresion proteica del secretoma procedente de células madre mesen-
guimales del tejido adiposo (S-AD). Los valores corresponden a la media de la intensidad de
los pixeles + desviacion estandar. D: Las diferencias comparadas con el secretoma de pulpa
dental (S-PD) son estadisticamente significativas; W: Las diferencias comparadas con el secre-
toma de gelatina de Wharton (S-WH) son estadisticamente significativas; CTR-DMEM: Control
con DMEM.

En el caso del S-PD, se observo la expresion de 27 proteinas de las 55

gue configuraban el array (49.09%) incluyendo la angiogenina, la angio-
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poyetina-1, la angiopoyetina-2, la artemina, la quimiocina ligando 16
(CXCL16), el dipeptidil peptidasa IV (DPPIV), la endostatina/colageno
XVIIl, la endotelina-1, el factor estimulante de colonias de granulocitos y
macréfagos (GM-CSF), el factor de crecimiento similar a EGF unido a
heparina (HB-EGF), el factor de crecimiento hepatocitario (HGF), la pro-
teina transportadora 1,2 y 3 del factor de crecimiento similar a la insulina
(IGFBP-1, IGFBP-2, IGFBP-3), la citocina IL-8, la proteina quimitactica de
monocitos 1 (MCP-1), la metalopeptidasa 9 de la matriz (MMP-9), la pen-
traxina 3 (PTX3), la persefina, el factor plaquetario 4 (PF4), la serpina E1
y F1, la trombospondina-1, el inhibidor 1 de la metalopeptidasa (TIMP-1),
el activador del plasmindgeno urocinasa (UPA) y el factor de crecimiento
del endotelio vascular (VEGF) (Figura 32). De las 27 proteinas expresa-
das, 25 presentaron diferencias estadisticamente significativas en com-

paracion con las halladas en el S-WH y 22 respecto al S-AD (Tabla 1).

6000 AW AW

Media de intensidad de pixel

RV @A DD EEE NV DD N D@D DN DR S
I AT T M AR I R R 2R AR SR Ul P A G S G o g APl O
S Qg’(\ *é}(\ q}}(\ ég}(\\ C\S, (‘Q(\O.ﬁ.@\\(\ (SX\ ‘?‘% X \(;<% \(;(% ‘(% \ é(, @q‘\Q @QQ‘/@‘\ & (Q\((?' «\@ (\b\(‘ A\
& PPN TR & € o of e
& & ¢ ¢ & L o
N \ &8
.\(\’b Qz ,bé' /\ﬁo
& <
o
‘0(\
m S-PD w  CTR-DMEM

Figura 32. Analisis de expresion proteica del secretoma procedente de células madre mesen-
guimales de la pulpa dental (S-PD). Los valores corresponden a la media de la intensidad de
los pixeles * desviacién estandar. A: Las diferencias comparadas con secretoma de CMM de
tejido adiposo (S-AD) son estadisticamente significativas; W: Las diferencias comparadas con
secretoma de CMM de la gelatina de Wharton (S-WH) son estadisticamente significativas;
CTR-DMEM: Control con DMEM.
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Por su parte, el S-WH revel6 la expresion de 14 proteinas (25.45%), en-
tre las cuales se encontraban la activina A, la angiogenina, el factor de
coagulacion lll, la dipeptidil peptidasa IV (DPPIV), el factor neurotrofico
derivado de células gliales (GDNF), la IL-8, la proteina quimiotactica de
monocitos 1 (MCP-1), la metalopeptidasa 9 de la matriz (MMP-9), la
pentraxina 3 (PTX3), la serpina E1 y F1, la trombospondina-1, el inhibidor
1 de la metalopeptidasa (TIMP-1) y el activador del plasminégeno uroci-
nasa (UPA) (Figura 33). En este caso se evidenciaron diferencias signifi-
cativas respecto a la expresiéon proteica de S-AD para 9 de estas protei-

nas, y 12 comparandolo con el S-PD (Tabla 1).
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Figura 33. Analisis de expresion proteica del secretoma procedente de células madre mesen-
guimales de la gelatina de Wharton del cordon umbilical (S-WH). Los valores corresponden a la
media de la intensidad de los pixeles + desviacién estandar. A: Las diferencias comparadas
con secretoma de CMM de tejido adiposo (S-AD) son estadisticamente significativas; D: Las
diferencias comparadas con secretoma de CMM de la pulpa dental (S-PD) son estadisticamen-

te significativas; CTR-AMNIO: Control con AmnioMax
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Curiosamente, los tres secretoma contenian pentraxina-3, serpin-E1,
serpin-F1, TIMP-1 y trombospondina-1 (Figura 34), siendo el S-PD el que
tendia a mostrar una mayor expresion de estas cinco proteinas. Estas
proteinas desempefian funciones importantes en los procedimientos de

proliferacion celular.

Por ultimo, comprobamos también la expresién proteica de las solucio-
nes utilizadas como control que, como era de esperar, contenian canti-

dades muy bajas de estas cinco proteinas.
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Figura 34. Proteinas comunes en los tres tipos de secretoma estudiados. S-AD: Secretoma
procedente de células madre mesenquimales (CMM) del tejido adiposo; S-PD: Secretoma pro-
cedente de CMM de la pulpa dental; S-WH: Secretoma procedente de CMM de la gelatina de
Wharton; CTR-AMNIO: Control con AmnioMax; CTR-DMEM: Control con DMEM. A: Las dife-
rencias comparadas con S-AD; D: Las diferencias comparadas con S-PD son estadisticamente

significativas; W: Las diferencias comparadas con W-PD son estadisticamente significativas.
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5.3. Andlisis in vitro del efecto del secretoma de tejido adiposo (S-

AD), de pulpa dental (S-PD) y de gelatina de Wharton del corddn

umbilical (S-WH) sobre células epiteliales humanas

Para realizar el analisis in vitro del efecto del S-AD, del S-PD y del S-WH

sobre las células epiteliales humanas, las células fueron expuestas a dis-

tintas concentraciones y tiempos de cada tipo de secretoma.

5.3.1. Andlisis de la viabilidad de las células epiteliales de piel hu-

mana

La viabilidad celular se analizé con el test LIVE/DEAD® y con la cuantifi-
cacion del ADN libre para cada secretoma (S-AD, S-PD y S-WH).

test LIVE/DEAD®

VIABILIDAD
24 h 48 h 72 h 120 h

25% 92.5+0.94 92.7+0.90 91.35+2.32  97.11+0.49
50% 87.87+£3.51 90.6+2.96 86.45+2.79  99.11+0.21
SAD 75% 85.82+4.45 94.35+1.80 87.2£5.22 99.26+0.16
100% 87.34+4.31 93.5+0.61 92.17+#1.73  99.21+0.16
25% 90.55+1.90 95.17+0.60 93.53+0.86  97.11+1.73
50% 91.07+0.98 95.33+1.90 90.15%#6.21  99.09+0.24
SPD 75% 94.73+0.50 93.96+1.81 93.09+3.21  98.59+0.27
100% 91.85+2.19 96.21+0.96  93.87+0.55  97.99+0.33
25% 86.58+1.89 95.14+1.75 94.51+2.54  99.06+0.39
50% 89.28+0.99 93.1+0.89 89.29+7.61  98.84+0.28

SWH 75% 90.58+3.76 90.54+3.74  92.94+3.12 99+0.22
100% 89.1+1.19 94.45+1.64  92.23+2.06 98.6+0.48
25% 99.41+0.42 97.89+0.74  99.33+0.06  99.78+0.08
CTR 50% 99.45+0.07 98.2+0.38 99.33+0.06  99.92+0.02
DMEM 75% 99.78+0.10 98.07+0.38  99.33+0.06  99.91+0.01
100% 99.68+0.21 98.28+0.47  99.33+0.06  99.95+0.01
25% 99.38+0.13 98.6+0.07 99.65+0.12  99.83+0.04
CTR 50% 99.69+0.20 99.07+0.19 99.8+0.05 99.85+0.07
AMNIO 75% 99.71+0.12 99.62+0.31  99.67+0.16  99.66+0.08
100% 99.65+0.32 99.15+0.08  99.76+0.08 99.5+0.49

Tabla 2. Resultados del analisis de viabilidad de células epiteliales de piel humana determina-

dos por el ensayo LIVE/DEAD®. Resultados mostrados como media + desviacion estandar.
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En primer lugar, se analizé la bioseguridad en la utilizacién de secretoma
sobre cultivos de células epiteliales determinando la viabilidad celular
mediante el ensayo LIVE/DEAD®. Los resultados mostraron valores ele-
vados que apuntaban a que el secretoma era seguro para las células.
Concretamente, los datos de viabilidad fueron superiores al 85% para
todos los secretomas y sus distintas concentraciones tras 24, 48 y 72 ho-
ras de exposicion y superiores al 97% tras 120 horas de exposicion (Fi-
guras 35, 36, 37 y Tabla 2).

25% 50% 75% 100%

24h

48h

S-AD

72h

Figura 35. Andlisis de la viabilidad de las células epiteliales de piel humana mediante el ensayo
LIVE /DEAD® tras la exposicién a secretoma procedente de células madre del tejido adiposo
(S-AD) a distintas concentraciones (25%, 50%, 75%, 100%) durante 24, 48, 72 y 120 h. Barra

de magnificaciéon 100um.
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75% 100%

24h

48h

S-PD
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Figura 36. Andlisis de la viabilidad de las células epiteliales de piel humana mediante el ensayo
LIVE /DEAD® tras la exposicién a secretoma procedente de células madre de la pulpa dental
(S-PD) a distintas concentraciones (25%, 50%, 75%, 100%) durante 24, 48, 72 y 120 h. Barra

de magnificaciéon 100um.

S-WH

Figura 37. Andlisis de la viabilidad de las células epiteliales de piel humana mediante el ensayo
LIVE /DEAD® tras la exposicién a secretoma procedente de células madre de la gelatina de
Wharton del cordén umbilical (S-WH) a distintas concentraciones (25%, 50%, 75%, 100%) du-
rante 24, 48, 72 y 120 h. Barra de magnificacion 100um.
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A continuacion, se evalud la viabilidad de las células epiteliales cultiva-

das con los secretomas (S-AD, S-PD y S-WH) mediante la cuantificacion

del ADN libre en el medio de cultivo. Los diferentes grupos de estudio

mostraron una cantidad de ADN libre significativamente menor, y por tan-

to una mayor viabilidad celular con respecto a los controles de células

epiteliales cultivadas en medio basal.

Cuantificaciéon de ADN libre

VIABILIDAD
24 h 48 h 72 h 120 h

25% 260.94+3.51 275.6+5.23 277.67+3.73 245.12+1.87

50% 264.69+11.82  296.89+30.47 282.75+5.32 234.42+4.97

SAD 75% 251.33+11.22  259.59+15.39  255.76+17.66 226.72+5.73
100% 236.19+1.96 237.19+4.7 232.03+0.8 228.19+11.1
25% 226.97+1.06 226.97+1.06 226.6+2.14 208.69+24.88

50% 199.29+19.77  199.29+£19.77  212.42+32.26 168.71+7.45

SPD 75% 184.45+6.22 184.45+6.22 185.66+15.36 167.12+2.64
100% 173.34+16.44  193.19+34.08 152.03+1.6 182.04+7.78

25% 241.64+3.92 241.2+2.91 242.24+7.05 228.12+8.56
50% 251.72+14.57 268.57+25.8 246.4+0.57 227.73+20.54

SWH 75% 255.85+9.7 258.3+13.58 240.46+4.32 223.91+7.29
100% 238.96+3.79 246.79+14.59 232.38+0.53 235.11+5.21
25% 242.23+8.65 199.7+3.94 248.26+31.42  235.53+16.91

CTR 50% 213.58+1.19 175.16+6.8 213.59+5.35 207.75+9.13
DMEM 75% 183.73+14.7 174.8+14.24 207.76+3.42 201.19+7.63
100% 188.37+3.27 169.86+3.18 213.7+2.01 222.5+5.94
25% 283.23+5.21 236.27+9.25 256.24+15.64  242.25+11.49
CTR 50% 348.81+53.6 245.98+4.61 282.11+11.36  244.24+18.96
AMNIO 75% 340.24+2.29 261.51+1.52 297.93+15.23  278.65+23.71
100% 398.69+35.94  309.25+11.14 375.29+16.1 408.2+68.83

CTR-NEG 468.8+2.36 506.03+6.55 596.63+10.04 608.7+3.29

Tabla 3. Andlisis de la viabilidad de las células epiteliales de la piel humana mediante la cuanti-

ficacion de ADN libre tras la exposicion a secretoma procedente de células madre mesenqui-

males (CMM) del tejido adiposo (S-AD), a secretoma procedente de CMM de la pulpa dental

(S-PD) y a secretoma procedente de CMM de la gelatina de Wharton del cordén umbilical (S-
WH). CTR DMEM: Control para S-AD y S-PD. CTR AMNIO: Control Amniomax para S-WH.

Resultados a distintas concentraciones de secretoma (100%, 75%, 50%, 25%) durante 24, 48,

72y 120h. Los resultados se muestran como media + desviacion estandar.
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Como se muestra en la Figura 38, los niveles mas altos de viabilidad ce-
lular se encontraron cuando las células epiteliales fueron cultivadas con
S-WH seguido de las células epiteliales expuestas a medio enriquecido
con S-PD. Los valores de viabilidad celular mas altos se apreciaron en
las concentraciones mas altas de secretoma. Concretamente, se encon-
traron diferencias estadisticamente significativas entre los niveles alcan-
zados tras la exposicion a S-WH respecto a los controles en todas las
concentraciones a las 24, 72 y 120 h, y a una concentracion del 100% a
las 48 h. Por otra parte, las células epiteliales expuestas a S-PD presen-
taron valores de viabilidad superiores y estadisticamente significativos
respecto a los controles en los mismos tiempos y concentraciones que
para S-WH, excepto para la concentraciéon 75% a las 24 h y la concen-
tracion 100% a las 48 h (Figura 38).
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Figura 38. Viabilidad celular determinada mediante la cuantificacién de ADN libre. Los resulta-
dos han sido normalizados respeto a los controles (linea 0) y son expresados como incremento
porcentual de viabilidad celular respecto el grupo control. Las barras de error corresponden a la
desviacion tipica. Significancia estadistica con el control (*); significancia estadistica entre gru-

pos (corchetes); significancia estadistica mediante test de Kruskal-Wallis (#).
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La prueba estadistica de Kruskal-Wallis revel6 diferencias globales entre
todos los grupos tanto a las 24, 48, 72y 120 h (Tabla 4).

VIABILIDAD 24h 48h 72h 120h

Ensayo LIVE/DEAD® 25% 0.006 0.002 0.003 0.003
50% 0.006 0.002 0.004 0.003
75% 0.002 0.003 0.005 0.001

100% 0.004 0.002 0.003 0.002

Cuantificacion ADN 25% <0.001 <0.001 0.002 0.002
libre

50% 0.002 0.002 0.001 <0.001

75% 0.001 0.003 <0.001 <0.001

100% 0.001 0.001 <0.001 0.002

Tabla 4. Valor de p del test de Kruskal-Wallis para viabilidad medida mediante el ensayo LI-
VE/DEAD® y mediante la cuantificacion de ADN libre. Significancia estadistica resaltada en

negrita.

5.3.2. Analisis de la proliferacién de las células epiteliales de piel

humana

Para el analisis de proliferacion celular inducida por secretoma proceden-
te de las distintas fuentes estudiadas (S-AD, S-PD, S-WH) se cuantifico
el nimero de células epiteliales mediante citometria de flujo tras la expo-
sicion a las distintas concentraciones de secretoma (25%, 50%, 75% y
100%) durante 24, 48, 72 y 120 h (Tabla 5).
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PROLIFERACION Numero de células (Citometria de flujo)
24 h 48 h 72 h 120 h
250% | 1010+138.59  829.33+109.77  744+71.02  6507.33+789.08
50% | 1037.33+73.33  682.67+37.22  820.67+85.66 18955.33+1135.92
SAD 75% | 556+385.00 1120+225.95 980+159.85  22412+1197.08
100% | 1310+284.02  1402.67+127.9 1231.33+253.51 20658.67+1655.21
25% | 1151.33+62.68 1130+98 1172+152.83 7250+644.88
50% | 946+101.82  800.67+163.64  988+256.49  20780+1743.05
SPD 75% | 1162.67+47.26  1064+315.26 1551+26.87  18636+1685.74
100% | 1178.67+49.17 918.67+44.96  862+199.19  18373.33+2650.75
25% |1139.33+107.00 1087.33:97.35 842.67+186.36 21865.33+1578.82
50% |1023.33+157.50 853.33+108.49 760.67+155.35 22395.33+2135.12
SWH 75% | 1194+121.70 864194.32  838.67+236.92 22972.67+1094.74
100% | 1166.67+174.82 898.67+120.69  982+112.80 21572.67+1472.08
25% | 932.53+369.51 865.38+378.67 574.92+93.38 13745.59+1122.30
Control 50% | 852.64+219.44 1020.28+30.77  621.24+29.39 14176.62+1028.57
DMEM 75% | 952.97+24.86  972.44+31.32  569.16+26.91 13608.81+904.44
100% | 944.45+42.25  742.39+126.52  443.97+43.90 12541.01+1053.99
25% | 999.14+47.55  1017.47+48.97  705.54+29.58 14336.87+1304.03
Control  50% | 976.89+101.47 1063.13+15.64 631.59+148.71 10756.24+483.42
AMNIOMAX " 7504 | 1045.61459.26  957.74+65.60  637.27492.56  7548.44+1389.87
100% | 1286.42+508.72 975.11+175.27  617.49+63.47  8084.3+1250.03

Tabla 5. Andlisis de la proliferacion celular determinada por el recuento de células epiteliales
expuestas a secretoma procedente de células madre mesenquimales (CMM) del tejido adiposo
(S-AD), a secretoma procedente de CMM de la pulpa dental (S-PD) y a secretoma procedente
de CMM de la gelatina de Wharton del cordén umbilical (S-WH). CTR DMEM: Control para S-
AD y S-PD. CTR AMNIO: Control Amniomax para S-WH. Resultados a distintas concentracio-
nes de secretoma (100%, 75%, 50%, 25%) durante 24, 48, 72 y 120h. Valores obtenidos me-

diante citometria de flujo. Los resultados se muestran como media + desviacion estandar.
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Figura 39. Proliferacién celular medida mediante citometria de flujo. Los resultados fueron ex-
presados mediante “Fold-change” en relacion a los controles (Considerados “Fold-change” 1).
Las barras de error corresponden a la desviacion tipica. Significancia estadistica con el control
(*); significancia estadistica entre grupos (corchetes); significancia estadistica mediante test de
Kruskal-Wallis (#). S-AD: secretoma procedente de células madre mesenquimales (CMM) del
tejido adiposo; S-PD a secretoma procedente de CMM de la pulpa dental; S-WH: secretoma

procedente de CMM de la gelatina de Wharton del cordén umbilical.

Los resultados mostraron aumentos significativos en el nimero de célu-
las epiteliales tras 24, 48, 72 y 120 h de cultivo (Figura 39 y Tabla 5). Los
valores mas altos se hallaron a las 120 h, siendo estadisticamente signi-

ficativos con respecto a los controles en la mayoria de los grupos.

Concretamente, en el caso de las células cultivadas con S-AD, se hallo
un aumento significativo en todos los tiempos de estudio cuando se utili-
zaron concentraciones del 100%, con cifras que llegaron a triplicar los
valores de los controles a las 72 h. En lo que respecta a concentraciones
del 75%, se observé un aumento significativo a las 72 y 120 h. De forma

similar, la exposicion a concentraciones del 50% aumentd significativa-
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mente el nimero de células a las 72 y 120 h, mientras que una concen-
tracion del 25% mostré un aumento estadisticamente significativo Unica-

mente alas 72 h.

Cuando se evalud la exposicidon de células epiteliales a S-PD se aprecia-
ron diferencias estadisticamente significativas tras 24, 72 y 120 h de cul-
tivo con concentraciones del 100% de este tipo de secretoma. Tras 24 h
de exposicion también se hallo diferencias estadisticamente significativas
respecto a los controles para concentraciones de secretoma del 75%.
Concentraciones del 50% se asociaron con un aumento en el nimero de
células epiteliales que fue estadisticamente significativo tras 72 y 120 h.
Sin embargo, Unicamente se encontraron diferencias estadisticamente

significativas en concentraciones del 25% tras 72 h de exposicion.

Finalmente, en lo que se refiere a la exposicion a S-WH, los datos obte-
nidos mostraron diferencias estadisticamente significativas en la concen-
tracion 100% a las 72 h. Curiosamente en este tipo de secretoma, tras
120 h de exposicion, todas las concentraciones de secretoma indujeron
proliferacién celular, habiéndose hallado valores estadisticamente signifi-

cativos superiores a los controles.

La prueba de Kruskal-Wallis reveld diferencias generales entre los gru-
pos y para la mayoria de las condiciones probadas aqui, excepto para
las concentraciones del 25%, 50% y 100% después de 24 h y la concen-

tracion del 75% después de 48 h.

PROLIFERACION 24h 48h 72h 120h

Cuantificaciéon celular 25% 0.059 0.034 0.005 0.002
(Citometria de flujo)
50% | 0.129 0.003 0.016 0.002

75% | 0.002 0.163 0.047 0.004

100% | 0.078 0.007 0.002 0.003

Tabla 6. Valor de p del test de Kruskal-Wallis para proliferacién medida mediante cuantificacion

celular (citometria de flujo). Significancia estadistica resaltada en negrita.
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Posteriormente, se analizo la proliferacion celular con ensayos WST-1
(Figura 40 y Tabla 7). Los valores obtenidos confirmaron la tendencia
hallada en las pruebas de citometria de flujo previamente descritas. Es
decir, determinadas condiciones eran capaces de inducir proliferacion

celular en mayor medida en comparacion con el propio medio de cultivo

basal.
PROLIFERACION test WST-1
24 h 48 h 72h 120 h

25% 0.46+0.05 0.26+0.01 0.33+0.08 0.28+0.22
50% 0.34+0.09 0.18+0.05 0.37+0.17 0.83+0.44
S-AD 75% 0.16+0.08 0.14+0.12 0.26+0.10 1.6+0.26
100% 0.41+0.11 0.45+0.04 0.69+0.14 1.32+0.11
25% 0.45+0.02 0.54+0.10 0.31+0.16 1.45+0.12
50% 0.6+0.01 0.46+0.18 0.83+0.00 2.24+0.03
S-PD 75% 0.39+0.10 0.23+0.11 0.34+0.10 2.23+0.04
100% 0.49+0.12 0.38+0.15 2.13+0.08 2.2+0.02
25% 0.47+0.06 0.36+0.23 0.55+0.07 1.53+0.09
50% 0.44+0.12 0.54+0.12 0.54+0.24 1.63+0.05
S-WH 75% 0.4+0.07 0.23+0.16 0.37+0.09 1.51+0.19
100% 0.47+0.13 0.57+0.21 1.1+0.13 1.45+0.15
25% 0.35+0.04 0.57+0.04 0.83+0.08 2.06+0.03
Control 50% 0.4+0.05 0.67+0.15 0.89+0.13 2.16+0.03
DMEM 75% 0.35+0.05 0.58+0.04 0.74%0.27 2.12+0.02
100% 0.35+0.00 0.63+0.03 0.93+0.09 1.66+0.05
25% 0.57+0.07 0.67+0.09 0.99+0.09 2.07+0.04
Control 50% 0.49+0.02 0.78+0.06 0.91+0.09 2.16+0.07
AMNIOMAX 750, 0.53+0.03 0.74+0.06 1.18+0.19 2.08+0.07
100% 0.49+0.01 0.88+0.14 0.85+0.15 1.64+0.25

Tabla 7. Andlisis de la proliferacion celular determinada por el ensayo colorimétrico WST-1 tras
la exposicién a secretoma procedente de células madre mesenquimales (CMM) del tejido adi-
poso (S-AD), a secretoma procedente de CMM de la pulpa dental (S-PD) y a secretoma proce-
dente de CMM de la gelatina de Wharton del cordén umbilical (S-WH). CTR DMEM: Control
para S-AD y S-PD. CTR AMNIO: Control Amniomax para S-WH. Resultados a distintas concen-
traciones de secretoma (100%, 75%, 50%, 25%) durante 24, 48, 72 y 120h. Los resultados se

muestran como media + desviacion estandar.
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Figura 40. Proliferacion celular mediante medicion de la actividad WST-1. Los resultados se
presentan mediante porcentajes de actividad metabdlica tras la normalizacién respecto los
controles (considerados 100%). Las barras de error corresponden a la desviacion tipica. Signi-
ficancia estadistica con el control (*); significancia estadistica entre grupos (corchetes); signifi-
cancia estadistica mediante test de Kruskal-Wallis (#).S-AD: secretoma procedente de células
madre mesenquimales (CMM) del tejido adiposo; S-PD a secretoma procedente de CMM de la
pulpa dental; S-WH: secretoma procedente de CMM de la gelatina de Wharton del cordén um-

bilical.

En primer lugar, cuando las células epiteliales fueron expuestas a S-AD,
se observé un aumento significativo de la actividad de WST-1 a concen-
traciones del 25% a las 24 h, y a concentraciones del 100% a las 120 h.
Sin embargo, también se observo una disminucion significativa en de-

terminadas condiciones.

En segundo lugar, el cultivo celular en presencia de S-PD mostro dife-

rencias estadisticamente significativas en la proliferacion celular a con-
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centraciones del 25%, 50% y 100% a las 24 h, a concentracion del 100%

a las 72 h 'y con concentraciones del 50%, 75% y 100% a las 120 h.

Finalmente, las células epiteliales cultivadas con S-WH mostraron un
aumento significativo de la proliferacién celular a concentracién del 100%
a las 72 h, y a concentraciones del 25%, 50% y 100% a las 120 h. Las
pruebas de Kruskal-Wallis revelaron diferencias globales entre la mayoria

de las condiciones experimentales (Tabla 8).

PROLIFERACION 24 h 48 h 72 h 120 h
WST-1 25% 0.034 0.022 0.003 0.012
50% 0.008 0.026 0.272 0.002

75% 0.007 0.004 0.008 0.021

100% 0.105 0.042 0.004 0.002

Tabla 8. Valor de p del test de Kruskal-Wallis para proliferacién celular medida mediante la

mediacién de la actividad WST-1. Significancia estadistica resaltada en negrita.

Para concluir el estudio de la proliferacién celular, se analiz6 la correla-
cion entre los resultados de la citometria de flujo y la actividad del WST-1
hallandose que estos dos factores estaban positivamente correlaciona-
dos (r=0.432; p<0.001).

5.3.3. Prueba de reparacion de heridas

Para determinar la capacidad de las células epiteliales de reparar un de-
fecto tisular se realizdé un analisis de cicatrizacion de heridas con medi-
cion cada 12 h hasta que la superficie de cultivo queddé completamente
cubierta por células confluentes. Se estudié el efecto del secretoma de
cada una de las fuentes analizadas en esta Tesis Doctoral (S-AD, S-PD y
S-WH) en cada una de las cuatro concentraciones (25%, 50%, 75% y
100%). Los resultados, con medio basal, mostraron que las células culti-
vadas tendian a proliferar y cubrir toda la superficie de cultivo después
de 36 h (Figura 41).
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Oh 12h 24h 36h

Figura 41. Prueba in vitro de reparacién de heridas. Se aprecian células epiteliales cultivadas

CONTROL

en medio basal (Controles) a tiempos de Oh, 12h, 24h y 36h. Barra de magnificacion 100um.

En el caso de las células epiteliales cultivadas en S-AD, el area libre de
células tras el cultivo con concentraciones del 25%, 50% y 75% era simi-
lar a la observada en los controles después de 12 h. Sin embargo, las
concentraciones del 100% de este tipo de secretoma se asociaron con
una disminucion significativa del area libre de células (p=0.0286). Des-
pués de 24 h, un porcentaje considerable de la superficie de cultivo esta-
ba cubierta por células en todas las concentraciones, siendo este efecto
mas apreciable a concentraciones altas. Ademas, tras 24h se encontra-
ron diferencias estadisticamente significativas en comparacion con los
controles para todas las concentraciones (p=0.0286). A las 36 h, toda la

superficie estaba cubierta por células, al igual que en los cultivos de con-

trol, no existiendo, por tanto, diferencias entre ellos (Figura 42).
100%
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2 24n

%

N - . --

Figura 42. Prueba de reparacion de heridas in vitro tras la exposicién a secretoma de células

madre mesenquimales del tejido adiposo (S-AD). Se muestran imagenes a las 12h, 24h y 36h a

concentraciones de secretoma de 25%, 50%, 75% y 100%. Barra de magnificacion 100um.
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En segundo lugar, se estudiaron las células epiteliales cultivadas con S-
PD. En este caso, tras 12 h de exposicidn se aprecié que concentracio-
nes de secretoma del 75% del 100% fueron capaces de inducir a las cé-
lulas a cubrir areas de superficie mayores que los cultivos de control, con
diferencias estadisticamente significativas (p=0.0286). A las 24 h, en
concentraciones de secretoma del 25%, 75% y 100% se apreciaron re-
ducciones significativas del espacio en comparacion con los controles.
Finalmente, a las 36 h todas las superficies estaban cubiertas de células,
no apreciandose diferencias entre los cultivos con medio basal y los cul-

tivos enriquecidos con secretoma (Figura 43).
100%
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Figura 43. Prueba de reparacion de heridas in vitro tras la exposicién a secretoma de células

S-PD

madre mesenquimales de la pulpa dental (S-PD). Se muestran imagenes a las 12h, 24h y 36h

a concentraciones de secretoma de 25%, 50%, 75% y 100%. Barra de magnificacion 100um.

Por dltimo, en referencia a las células epiteliales enriquecidas con S-WH,
se apreci6 que tras 12 h existian diferencias estadisticamente significati-
vas en comparacion con los controles Unicamente a concentracion 50%.
Sin embargo, las células cubrieron toda la superficie en todas las con-
centraciones después de 24 h con diferencias estadisticamente significa-

tivas en comparacion con los controles (p=0.0286). Igualmente, tras 36
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horas de seguimiento, todas las superficies de cultivo estaban ocupadas
por células, tanto en los cultivos enriquecidos con secretoma como en
aquellos en los que Unicamente se utilizé el medio de cultivo basal (Figu-
ra 44).

100%

25% 50% 75%
12h
N
N - . - .
) - . - -

Figura 44. Prueba de reparacion de heridas in vitro tras la exposicién a secretoma de células

S-WH

madre mesenquimales de la gelatina de Wharton del cordon umbilical (S-WH). Se muestran
imagenes a las 12h, 24h y 36h a concentraciones de secretoma de 25%, 50%, 75% y 100%.

Barra de magnificacion 100um.

Se muestra, a continuacién, en forma de histograma el area libre de célu-
las (Figura 45). Los valores se normalizaron tomando el valor 100 como
el &rea en el momento 0, momento en que se retird el tapon aportado por

el kit comercial y se inicid la migracién celular.
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Figura 45. Resultados del andlisis de la prueba de reparacién de heridas in vitro. El histograma
ilustra los resultados de la cuantificacion de las areas vacias en cada superficie de cultivo,
normalizadas con respecto al &rea en el momento cero (t0). Los asteriscos indican diferencias
estadisticamente significativas en comparacion con los controles analizados en el mismo tiem-
po de seguimiento. Los porcentajes hacen referencia a la concentracién de secretoma de cada
tipo (25%, 50%, 75%, 100%). S-AD: secretoma procedente de células madre mesenquimales
(CMM) del tejido adiposo; S-PD a secretoma procedente de CMM de la pulpa dental; S-WH:

secretoma procedente de CMM de la gelatina de Wharton del cordén umbilical.

5.4. Analisis in vivo del efecto del secretoma de tejido adiposo (S-
AD), de pulpa dental (S-PD) y de gelatina de Wharton del corddn
umbilical (S-WH).

Como se muestra en la Figura 46, el analisis de las heridas cutaneas tra-
tadas con los distintos secretomas (S-AD, S-PD, S-WH) revel6 algunas
diferencias entre los grupos de estudio. La cuantificacion del area de las
lesiones cutaneas al final del periodo de seguimiento postquirdrgico mos-
tr6 que el area media de las lesiones de control era de 2.49+2.03 mmZ.
Sin embargo, el andlisis de los defectos tratados con los diferentes secre-
tomas mostré que el area media era de 2.07+1.81 mm? para S-AD,
0.26+0.30 mm? para S-PD y 0.25+0.29 mm? para S-WH. Las diferencias

con el control fueron no significativas para S-AD (p=0.8181), mientras
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gue el efecto del secretoma en la reparacion de las heridas si fue esta-
disticamente significativo al comparar S-DP y S-WH con el control
(p=0.0259 en ambos casos). Ademas, no se observaron efectos secun-
darios (necrosis, hemorragia, infeccién, tumorogénesis, etc.) tras el tra-

tamiento con secretoma.

CTR S-AD S-DP S-WH

C1 ’
c2 ! ¢
c3

ca y -
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Figura 46. Analisis in vivo del efecto del secretoma de células madre mesenquimales del tejido
adiposo (S-AD), de células madre mesenquimales de la pulpa dental (S-PD) y de las células
madre mesenquimales de la gelatina de Wharton del cordén umbilical (S-WH) sobre ratas Wis-
tar. Imagenes macroscoépicas correspondientes a seis casos para cada condicién experimental,

tras cuatro semanas de seguimiento (C1 a C6). CTR: Control
Por otro lado, en referencia al andlisis histolégico de la piel tratada con
las diferentes condiciones experimentales mostré muy pocas diferencias

entre los grupos (Figura 47). En general, la epidermis encontrada en el
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lugar de regeneracion consistia en un epitelio estratificado que mostraba
diferentes capas con signos de queratinizacién terminal en la capa mas
superficial, sin diferencias entre los grupos de estudio. Asimismo, tampo-
co se encontraron diferencias en cuanto a la presencia de fibras de cola-
geno y proteoglicanos en la dermis. En comparacion con la piel nativa no
lesionada del animal, la piel regenerada carecia de los anejos cutaneos
tipicos de la piel y la union dermoepidérmica era mas bien plana, sin las
crestas epiteliales ni las papilas dérmicas de la piel normal. Ninguna de
las muestras presentaba hallazgos patolégicos como inflamacion, trans-

formacion maligna u otras complicaciones.

Piel Nativa CTR S-AD S-PD S-WH

Figura 47. Andlisis histolégico mediante hematoxilina-eosina (H&E), tincion de tricromico de
Masson (TM), rojo picrosirio (RP) y azul alcian (AA). La piel nativa corresponde a piel no lesio-
nada mientras que el control corresponde a piel lesionada que no ha sido enriquecida con se-
cretoma durante el proceso de epitelizacion. S-AD: secretoma procedente de células madre
mesenquimales (CMM) del tejido adiposo; S-PD a secretoma procedente de CMM de la pulpa
dental; S-WH: secretoma procedente de CMM de la gelatina de Wharton del cordén umbilical.
La barra de magnificacién mostrada en la Ultima imagen histol6gica se aplica a todas las ima-

genes histoldgicas y representa 100um. CTR: Control
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6. DISCUSION
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La generacién de sustitutos de piel artificial mediante Ingenieria Tisular
es un desafio técnico y cientifico (254,258). La prevalencia de patologias
gue afectan a la piel, como el cancer, las lesiones traumaticas o las in-
fecciones conlleva la busqueda de modelos mejorados de piel artificial
capaces de contribuir al tratamiento de estas afecciones (259-262). En
las Ultimas décadas se han descrito varias mejoras en los procedimientos
de biofabricacion de piel artificial incluyendo la utilizacién de modelos de
piel basados en fibrina-agarosa, habiéndose comprobado que las carac-
teristicas mecanicas son superiores a las dermis acelulares artificiales
actualmente disponibles en el mercado asi como similares a las caracte-
risticas de la piel humana (263). Sin embargo, el tiempo necesario para
obtener cultivos de células epiteliales humanas sigue siendo una de sus
principales limitaciones. Esta demora en el tiempo de generacion de la
piel provoca un retraso terapéutico que, en el paciente con quemaduras
de gran extension, aumenta de manera considerable la morbilidad y la
mortalidad. Por este motivo, existen lineas de investigaciéon que preten-
den acelerar este proceso de biofabricacidon de piel artificial. Una de ellas
consiste en afadir factores de crecimiento a este proceso y uno de los
productos con mas potencial es el secretoma de las células madre me-
senquimales (CMM), es decir, el conjunto de factores de crecimiento libe-

rados por las CMM.

En la presente Tesis Doctoral se evalla el potencial terapéutico del se-
cretoma de CMM procedentes de diferentes tejidos. Las CMM fueron ais-
ladas y caracterizadas de acuerdo a los criterios minimos postulados por
la Sociedad Internacional de Terapia Celular (130). El efecto de dichos
secretomas fue estudiado sobre la viabilidad, la proliferacion y la migra-

cion de las células epiteliales.

Como se ha descrito anteriormente, los secretomas de CMM contienen
abundantes moléculas bioactivas con propiedades proliferativas e inmu-

nomoduladoras, asi como moléculas con capacidad para inducir vias an-
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tiapoptdticas en multiples tipos celulares (264,265). En el campo de la
Ingenieria Tisular, el secretoma de las CMM se ha utilizado recientemen-
te para inducir la proliferacion, maduracion y diferenciacion de hueso,
cartilago, dentina y mucosa (266—268). Sin embargo, su efecto sobre las
células epiteliales ha sido mayoritariamente inexplorado (269). Ademas,
hasta la fecha no ha sido comparado el efecto del secretoma derivado de
diferentes fuentes celulares sobre las células epiteliales de la piel. En es-
te sentido, identificar el secretoma con mayor potencial para la regenera-
cion de la piel supondria un gran avance en la investigacion para el desa-
rrollo de nuevas estrategias terapéuticas. Para ello, es necesario estudiar
tanto a nivel in vitro como in vivo cual es la mejor fuente de CMM para

obtener el secretoma.

En la presente Tesis Doctoral, se realizé un analisis proteico preliminar
de cada tipo de secretoma. Los resultados sugirieron que los tres tipos
de secretoma estudiados (S-AD, S-PD, S-WH) contienen varias proteinas
gue participan y optimizan los mecanismos de proliferacion y metabolis-
mo celular. En concreto, se observé que el S-PD contiene el mayor na-
mero de proteinas, seguido del S-WH y del S-AD. Sin embargo, la pre-
sencia de estas proteinas no es suficiente para demostrar el potencial de
cada tipo de secretoma, por lo que es necesario realizar experimentos in
vitro de viabilidad, proliferacién y migracion celular, asi como experimen-
tos in vivo para verificar los resultados. Es resefiable mencionar que la
composicion de los secretomas de una misma fuente presenta una va-
riabilidad interpersonal e incluso intrapersonal en funcion del momento o
de las caracteristicas fisiopatolégicas del individuo a partir del cual se

obtienen las CMM de las cuales se aislara el secretoma (270).

Tal y como se ha comprobado, los secretomas expresan diferentes pro-
teinas segun la fuente de la cual provengan. Ademas, las proteinas que
se expresan en todos los secretomas estudiados, presentan concentra-

ciones diferentes en cada uno de ellos. Los resultados obtenidos de los
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test de caracterizacion proteica sugirieron que el S-PD podria tener un
potencial terapéutico superior en comparacion con las otras fuentes con-
sideradas (S-AD y S-WH). Asimismo, el analisis de los test de caracteri-
zacion proteica, revel6 la expresion de 5 proteinas comunes en los tres
tipos de secretoma, todas ellas con funciones vinculadas con la prolifera-

cion celular.

La primera proteina comun hallada fue la Serpina E1, una proteina capaz
de estimular la migracion de queratinocitos durante la reparacién de le-
siones cutaneas (271). En segundo y tercer lugar se encontraron las pro-
teinas TIMP-1 y Trombospondina-1, ambas relacionadas con la diferen-
ciacion y la migracion celular, actuando como factores de crecimiento
(272,273). Asimismo, PTX3 participa en mecanismos de proliferacion ce-
lular, principalmente en la préstata y rifion (274,275). Finalmente, la quin-
ta proteina comun en los tres tipos de secretoma estudiados fue la Ser-
pina F1. Esta proteina participa en los mecanismos de proliferacion de
varios tipos celulares de la piel humana ademas de presentar un efecto

antiangiogénico (276).

Otras proteinas que desempeifian un papel crucial en la viabilidad, la pro-
liferacion y la migracion de las células también estaban presentes en al-
gunos tipos especificos de secretomas, como por ejemplo, MMP-9,
DPPIV, angiogenina, IL-8, MCP-1 y uPA, que se expresaban en el S-PD
y en S-WH. Sorprendentemente, una de las proteinas que se expresaba
con una concentracion mas resefiable en S-DP era el factor de creci-
miento endotelial vascular (VEGF). El VEGF se ha asociado clasicamen-
te a funciones angiogénicas y, de forma reciente, también se ha vincula-
do a la proliferacion de queratinocitos, especialmente durante los proce-

sos de reparacion de heridas (277,278).

Una vez caracterizados los tres tipos de secretoma estudiados (S-AD, S-
PD y S-WH), se evaluaron los efectos de los mismos sobre la viabilidad

de células epiteliales mediante el ensayo LIVE/DEAD® y la cuantificacion
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del ADN libre. En conjunto, ambos experimentos mostraron resultados
gue permitieron establecer niveles altos de bioseguridad, dado que los
cultivos celulares expuestos a los secretomas estaban libres de efectos
deletéreos detectables. Incluso, se encontré que los diferentes tipos de
secretoma mostraban un efecto positivo en la viabilidad celular, espe-
cialmente a tiempos largos. Los resultados del ensayo LIVE/DEAD® plan-
tearon la posibilidad de mejorar la supervivencia celular mediante el uso
de medios de cultivo enriquecidos con secretoma. Esta tendencia fue es-
tadisticamente contrastada en los ensayos de cuantificacion del ADN Ii-
bre y se corrobor6 que la mayoria de condiciones en las que se utilizé S-
WH y S-DP se asociaron a una mejora significativa de la viabilidad celu-
lar en comparacién con los controles. Los resultados hallados concuer-
dan con trabajos anteriores que sugieren que los cultivos celulares enri-
guecidos con secretoma de CMM pueden aumentar la supervivencia y

reducir la muerte celular in vitro e in vivo (279,280).

Una vez estudiada la viabilidad celular, se analizé la capacidad de cada
tipo de secretoma (S-AD, S-PD y S-WH) de inducir la proliferacién de las
células epiteliales. Los resultados de la cuantificacion mediante citome-
tria de flujo mostraron que los tres tipos de secretoma fueron capaces de
favorecer la proliferacién celular, especialmente a tiempos de seguimien-
to largos (72 y 120 h). Sin embargo, aunque todos los secretomas consi-
guieron producir un elevado nimero de células, S-PD tendia a ser mas
eficaz que el S-AD y S-WH a las 72 h, mientras que el S-WH fue el mas
eficiente a las 120 h. Curiosamente, durante las primeras 24 h de exposi-
cion a los medios enriquecidos con secretoma, los datos de proliferacion
celular fueron poco resefables, siendo en algunos casos similares a los
controles. El hecho de que la proliferacion celular no fuera claramente
eficiente durante las primeras horas de exposicion al secretoma puede
deberse a que dicho efecto potenciador de la proliferacion requiera varios

dias de exposicion antes de ser totalmente efectivo (270). Este hallazgo
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podria explicarse por el requerimiento de un periodo de adaptacion celu-
lar tras la sustitucion del medio convencional por el medio enriquecido

con secretoma (281,282).

Con el objetivo de confirmar los hallazgos obtenidos mediante la técnica
de citometria de flujo, se cuantifico la proliferaciéon celular determinando
la actividad metabdlica de las células con el ensayo WST-1. Los resulta-
dos mostraron que la capacidad de proliferacion estaba aumentada en
varios grupos, y que las células enriquecidas con S-PD tendian a mostrar
una mayor actividad metabdlica en comparacion con las células que ha-
bian sido expuestas a S-AD y las S-WH. Este aumento en el potencial
proliferativo atribuido al S-PD fue propuesto anteriormente por otros auto-
res cuyos trabajos cientificos sugirieron algunas aplicaciones terapéuti-
cas del S-PD como la regeneracion hepatica (283) o la regeneracion os-

teogénica y neurogénica (284).

El tercer estudio realizado a nivel in vitro en la presente Tesis Doctoral
fue evaluar la capacidad de migracion de las células epiteliales expues-
tas al secretoma. Los resultados mostraron que los controles requirieron
hasta 36 h para migrar y cubrir completamente la superficie de cultivo
expuesta. Sin embargo, los tres tipos de secretoma analizados (S-AD, S-
PD y S-WH) mostraron un efecto positivo en la reduccion del tiempo re-
guerido para cubrir de manera completa la superficie libre de células. De
hecho, son los S-WH y S-PD los que mostraron una mayor capacidad
migratoria en comparacion con S-AD. Estos resultados se correlacionan
con los datos obtenidos en las pruebas de proliferacién celular, sugirien-
do que la células mesenquimales de la gelatina de Wharton y de la pulpa
dental pueden ser fuentes de secretoma Optimas para la biofabricacion

de piel artificial.

Del mismo modo que en los test de proliferacién y viabilidad los resulta-
dos son mas evidentes a tiempos de 72 y 120 h, en la prueba de repara-

cion de heridas los efectos del secretoma empiezan a hacerse evidentes
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a partir de las 24 h, no siendo apreciables a las 12 h de seguimiento. Es-
tos resultados ponen de relieve la necesidad de un tiempo de adaptacion
al nuevo medio, tal y como se observo en el resto de pruebas in vitro.
Este hecho concuerda con estudios anteriores que apuntan a que los se-
cretomas derivados de CMM de médula 6sea y de tejido adiposo podrian
mejorar la migracion celular en ensayos de cicatrizacion de heridas tras
27 h de exposicion al secretoma (285). Con estos hallazgos, se demues-
tra que el secretoma de CMM humanas mejora la cicatrizacién de heridas
e induce la migracion celular. Algunos autores han revelado efectos be-
neficiosos de la aplicacion de secretoma de CMM sobre células epitelia-

les incluso en condiciones de hipoxia e inanicién de suero (286).

La segunda parte del desarrollo experimental de la Tesis Doctoral consis-
tid en corroborar los resultados obtenidos de los experimentos in vitro en
modelos animales. En primer lugar, se verific6 que no existian efectos
secundarios asociados al tratamiento, lo que sugiere la seguridad de los
secretomas derivados de CMM a nivel in vivo. Estos datos se correlacio-

nan con los resultados observados en las pruebas in vitro de viabilidad.

Tras comprobar la seguridad de la aplicacién del secretoma en un mode-
lo animal se evalud el resultado sobre la velocidad de cicatrizacion de
heridas. Asi pues, los resultados de este analisis reflejaron un efecto po-
sitivo con respecto a la epitelizacion y la reparacion de las heridas infligi-
das en el dorso de los animales, especialmente cuando se utilizé S-PD y
S-WH. Ademas, los estudios histoldgicos apoyaron la hipotesis de que el
uso de los diferentes secretomas estudiados en esta Tesis Doctoral es
seguro para la piel tratada, ya que no se encontraron diferencias histolo6-
gicas entre los controles y los defectos tratados con secretoma. Tanto la
estructura histoldégica como la presencia de componentes fibrilares y no
fibrilares de la matriz extracelular fueron similares en todos los grupos.
En esta misma linea, trabajos anteriores han demostrado que las CMM

podian tener propiedades antiinflamatorias y antifibréticas, de modo que,
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podrian ser capaces de modular la sintesis de componentes de la matriz
extracelular (287). A pesar de que estos resultados deberian confirmarse
en una cohorte mas amplia de animales, los resultados presentados en
esta Tesis Doctoral sugieren que los secretomas de CMM podrian mejo-
rar la regeneracion de la piel y la cicatrizacién de las heridas in vivo, co-

mo se habia sugerido anteriormente (288).

Parte de la importancia de esta Tesis Doctoral es que, hasta la fecha,
pocos estudios publicados habian sido disefiados para comparar el efec-
to de diferentes tipos de secretoma sobre la proliferacion celular y la re-
paracion de heridas (289). Ademas, la mayoria de estos articulos se cen-
tran en la evaluacion de los efectos del secretoma derivado de las CMM
de la médula 6sea. En la presente Tesis Doctoral se evallan tres tipos
de secretoma derivados de diferentes fuentes de CMM accesibles y de
facil obtencion a partir de procedimientos de liposuccién, extracciones de
tercer molar o cordones umbilicales desechados después del parto. La
obtencién de CMM procedentes de estas fuentes de obtencion contrasta
con los aspirados medulares requeridos para la obtencion de CMM de la
médula ésea, un procedimiento de recoleccion invasivo que puede estar

asociado a una morbilidad considerable (287,290).

Esta Tesis Doctoral, por tanto, aporta informacién comparativa importan-
te en referencia a los distintos tipos de secretoma de CMM. De hecho,
hasta la fecha, ningun trabajo ha analizado los efectos del secretoma de
diferentes fuentes en funcién de la concentracion y tampoco ha sido es-
tudiado el efecto de los diferentes tipos de secretoma de CMM de mane-
ra multimodal integrando resultados de viabilidad, proliferacién y migra-
cion celular. Los datos presentados sugieren una posible relacion entre la
concentracion de secretoma aplicado y la proliferacién celular de células
epiteliales. Sin embargo, deben realizarse méas estudios en el futuro para

hallar la concentracion optima del mismo.
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Por otro lado, los hallazgos revelan que los mejores datos de viabilidad,
proliferacién, migracion y reparacién de heridas se han obtenido con S-
PD y S-WH, siendo estos secretomas los que presentan una mayor y
mas variada expresion proteica. Es importante mencionar que en la pre-
sente Tesis Doctoral se valora el efecto de los distintos tipos de secreto-
ma de CMM sobre células epiteliales humanas, por lo que los resultados
acerca de las fuentes con mayor potencial terapéutico son Unicamente
aplicables a la piel. Asi pues, es plausible que en otros tejidos exista una
fuente de secretoma con mayor potencial regenerativo. De modo que se-
ria interesante analizar, en el futuro, si en otros tejidos el S-PD y el S-WH

también son los secretomas con mayor potencial terapéutico.

En la misma linea, el hecho de que la eficiencia en la induccién fuera
mayor con S-PD y S-WH que con S-AD puede estar relacionado con el
origen indiferenciado de ambos tipos de CMM, que se originan muy pron-
to en el desarrollo embrionario (288,291-293). En comparacién con el
tejido adiposo, la médula 6sea u otras fuentes adultas de CMM, se cree
que la pulpa dental y el cordon umbilical contienen importantes precurso-
res celulares que permanecen en un estado indiferenciado (294), y que
tienen un amplio espectro de diferenciacion (197,295). Los resultados
apoyan el uso de secretoma de CMM para mejorar los protocolos de cul-
tivo celular actualmente disponibles, siendo Utiles para su aplicacion en
el campo de la Ingenieria Tisular, especialmente para la generacion de
piel artificial, pero también para otros érganos que requieran el cultivo de
células epiteliales, por ejemplo, la cornea humana, la mucosa oral o el

paladar.

Ademas de los aspectos positivos comentados, en la actualidad existen
una serie de limitaciones respecto al uso de secretoma de CMM que de-
ben ser mencionadas. En primer lugar, no se dispone de estudios a largo
plazo que evallten el efecto del secretoma sobre la piel. Algunos autores

consideran que su uso podria presentar un riesgo neoplasico debido a la
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gran cantidad y variedad de factores de crecimiento hallados en los mis-
mos (296,297). Sin embargo, también existen trabajos que apuntan a
gue el secretoma de CMM podria tener un efecto protector debido al po-
tencial inmunomodulador y antitumoral de algunas moléculas presentes
el mismo (246—248).

Por otra parte, como se ha visto en las pruebas de expresion proteica y
se ha puesto de manifiesto en la literatura (298), existe una heterogenei-
dad en la composicion del secretoma segun la fuente de obtencién de las
CMM por lo que es dificil extraer conclusiones generales de todos los
secretomas. Por ejemplo, se ha visto que el secretoma de CMM proce-
dentes del cérvix uterino presenta poca cantidad de factores involucrados
en la progresion cancerigena y niveles altos de factores inhibidores de
cancer (298). Estos hallazgos apoyan la hipotesis de que el efecto del
secretoma depende de su origen y, por lo tanto, deberia analizarse el
potencial oncogénico o la capacidad oncoprotectora a medio y largo pla-
zo de cada fuente de secretoma y para cada tejido de manera indepen-
diente.

A pesar de las ventajas y limitaciones ya mencionadas, existe otra gran
ventaja en lo que se refiere al uso de secretomas de CMM. Como se ha
mencionado anteriormente, en los ultimos afios ha tenido lugar un cam-
bio de paradigma en relacién al potencial regenerativo de las CMM. Ac-
tualmente se postula que dicho potencial, atribuido clasicamente a las
células, se debe esencialmente al efecto paracrino de las biomoléculas
secretadas por estas. En los ultimos afios se han desarrollado varias li-
neas de investigacién que pretenden esclarecer y confirmar esta hipéte-
sis, ademas de profundizar en los beneficios de las terapias acelulares
(299).

Esencialmente, las terapias acelulares conllevan una serie de ventajas
importantes desde un punto de vista técnico respecto a las terapias celu-

lares en lo que se refiere a infraestructura, normativa, metodologia de
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trabajo en la fase de desarrollo preclinico y también en la fase de aplica-
cion del producto (300). Ademas de estas ventajas técnicas, desde un
punto de vista bioldgico, las terapias acelulares podrian minimizar el
riesgo de transferencia de células con posibles mutaciones. Por otra par-
te, se ha visto que el tamafio de las biomoléculas que configuran el se-
cretoma permite una circulaciéon de las mismas con mayor facilidad por el
organismo. Otra ventaja importante de las terapias acelulares es la posi-
bilidad de utilizar el producto de manera alogénica debido a la escasa
evidencia de rechazo inmunolégico por parte del organismo receptor
(301-303). Por lo tanto, se trata de terapias que podrian ser utilizadas en
varios pacientes indistintamente de la fuente a partir de la cual se obten-
gan (304).

Dado que una parte esencial de esta Tesis Doctoral es la integracién de
la Ingenieria Tisular y la Cirugia Plastica Reparadora, es interesante pro-
fundizar en una de las mas interesantes aplicaciones del secretoma v,
quizas, en la que de manera mas inmediata deberia plantearse su apli-
cacion clinica. EI motivo de este salto es la inexistencia, en la actualidad,
de un método alternativo adecuado para dar una respuesta terapéutica
satisfactoria. Se trata del manejo de las quemaduras de gran extension.
El tratamiento actual de los pacientes que sufren quemaduras de gran
extension requiere de injertos de piel autdloga tras el desbridamiento de

las quemaduras.

Existen formas para aumentar la superficie de cobertura de los injertos
cutaneos, como por ejemplo, el mallado de los mismos. Segun el tipo de
mallador que se utilice, se realizaran unos orificios de un tamafio deter-
minado y controlado en la piel para poder extenderlos y cubrir un espacio
mas grande. Sin embargo, cuando se trata de quemaduras en torno a
80-85% de superficie cutanea total o superiores, no se dispone de sufi-
ciente zona sana para obtener la piel necesaria para cubrir la zona

cruenta secundaria al desbridamiento de la quemadura. Ademas, en es-
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tos casos, técnicas como el mallado de la piel resultan también insufi-
cientes. En este escenario, una de las técnicas utilizadas es el injerto de
piel de cadaver, es decir, los aloinjertos de piel. Asi pues, los aloinjertos
aportan una cobertura transitoria mientras se recupera la zona sana y
esta puede ser utilizada de nuevo para obtener injertos de piel del propio
paciente. Los injertos de piel de cadaver permiten disponer de mas tiem-
po para preparar una técnica definitiva, ya que estos acabaran siendo

rechazados por el individuo receptor requiriéndose una cobertura autolo-
ga.

Una de las estrategias novedosas para dar respuestas a quemaduras de
gran extension (>80%) es la utilizacion de piel artificial. EI procedimiento
consiste en obtener una biopsia de piel sana del paciente quemado y ge-
nerar piel artificial a partir de los queratinocitos y los fibroblastos deriva-
dos de la misma (305,306). El principal problema que se plantea con esta
técnica es el tiempo, ya que el proceso de biofabricacion de la piel artifi-

cial requiere de aproximadamente cuatro semanas (307,308).

En la actualidad, segun los recursos, el paciente y las habilidades de la
Unidad de Quemados en la que se esté realizando el tratamiento, se op-
tard por unas técnicas u otras. En general, se optara por tratamientos
combinados cuyo factor limitante es la demora terapéutica y las compli-
caciones asociadas. Algunos ejemplos de estas complicaciones son las
infecciones de las quemaduras debido a no disponer de una cobertura
definitiva, los desajustes hidroelectroliticos y hemodindmicos debido a la
pérdida de las funciones de regulacién atribuibles a la piel sana, o bien,
las infecciones respiratorias o de tracto urinario consecuentes a los lar-
gos periodos de ingreso hospitalario (309-311). Por todo ello, el avance
en lineas de investigacion que reduzcan el tiempo de biofabricacion de la
piel artificial es esencial y permitiria reducir de manera importante la mor-
talidad y la morbilidad de los pacientes con quemaduras de gran exten-

sion. Asi pues, productos que permitan mejorar y acelerar el crecimiento

125



Efecto del uso de Secretoma de Células Madre Mesenquimales
en la Generacion de Piel Humana mediante Ingenieria Tisular

celular, especialmente en el caso de las células epiteliales, supondrian

un avance significativo en esta linea.

Otro espacio en el que convergen la Ingenieria Tisular y la Cirugia Plasti-
ca Reparadora, aunque probablemente de manera menos inmediata, es
en las reconstrucciones tisulares que generan una zona donante, es de-
cir, una zona desprovista de tejido al haberse transferido el mismo a otra
parte del cuerpo. Esta secuela suele ser liviana, resultando en una pe-
guefa cicatriz o hiperpigmentacién en el caso de las zonas donante de
los injertos cutaneos. Sin embargo, en los casos en los que se requiere
la utilizacion de colgajos musculares u 6seos, pueden generarse compli-
caciones importantes como por ejemplo la debilidad muscular o el dolor

cronico.

Ademas de las secuelas a medio y largo plazo comentadas, también
existen una serie de complicaciones intraquirurgicas atribuidas a las ciru-
gias prolongadas o a los hematomas e infecciones de la zona donante
(312-314). En este contexto, herramientas que eviten el requerimiento
de una zona donante o permitan una mas rapida recuperaciéon de la
misma, seran muy beneficiosas para los pacientes. La Ingenieria Tisular
permite avanzar hasta ese escenario a partir de la generacion de tejidos
y organos artificiales, o bien con herramientas como el secretoma de
CMM que fomenta la viabilidad y la proliferacién celular promoviendo una

mas rapida generacion de tejido.

Ademés de mejorar el cultivo de células epiteliales en el procedimiento
de biofabricacion de tejidos artificiales, el secretoma de CMM puede te-
ner aplicaciones en lesiones como las quemaduras superficiales que epi-
telizardn de manera espontanea o en el caso de cicatrices patoldgicas,
ya que se ha visto que las biomoléculas contenidas en el mismo mejoran
el trofismo cutaneo, reduciendo los tiempos de reparacion y aumentando
la calidad de la piel (315,316).
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Por todo lo mencionado, los hallazgos de la presente Tesis Doctoral po-
nen de relieve el potencial terapéutico del secretoma procedente de las
CMM vy las ventajas de las terapias acelulares. Asi pues, el secretoma de
las CMM puede considerarse una herramienta terapéutica prometedora
capaz de promover la reparacion de heridas y de optimizar los procedi-

mientos de generacion de piel artificial.
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1. La aplicacién de los métodos y técnicas desarrollados y optimizados
en la presente Tesis Doctoral permitié el establecimiento de cultivos
celulares primarios de células madre mesenquimales de la grasa, de la
gelatina de Wharton del cordén umbilical y de la pulpa dental humana

sin que se generasen alteraciones artefactuales significativas.

2. La aplicacién de los métodos y técnicas desarrollados y optimizados
en la presente Tesis Doctoral permitio el aislamiento y la purificacion
del secretoma de las células madre mesenquimales de la grasa, de la
gelatina de Wharton del cordén umbilical y de la pulpa dental humana,
asi como la determinacion de su contenido proteico y las caracteristi-
cas del secretoma de cada tipo celular. Las proteinas pentraxina-3,
serpin-E1, serpin-F1, TIMP-1 y trombospondina-1 fueron identificadas
en todos los tipos de secretoma derivados de células madre mesen-
guimales, observandose un mayor espectro de diversificacion proteica

en los secretomas de la pulpa dental y la gelatina de Wharton.

3. La evaluacioén in vitro del efecto del secretoma de los tres tipos de cé-
lulas madre mesenquimales sobre la viabilidad de células epiteliales
humanas pone de relieve la existencia de porcentajes de viabilidad su-
periores al 85% tras la utilizacion de la técnica LIVE/DEAD®, lo que
sugiere que dichos secretomas pueden utilizarse potencialmente en
los distintos protocolos de Ingenieria Tisular. La utilizacién de pruebas
mas sensibles como la liberacibn de ADN al medio de cultivo puso
igualmente de relieve la existencia de diferencias significativas entre
los efectos de los distintos tipos de secretoma, observandose un efec-
to directamente proporcional a la concentracién de secretoma y un
mayor efecto sobre la viabilidad celular del secretoma de las células

madre mesenquimales de la gelatina de Wharton .

4. La evaluacioén in vitro del efecto del secretoma de los tres tipos de cé-
lulas madre mesenquimales sobre la proliferacion de las células epite-

liales humanas tras la utilizacién de citometria de flujo y técnicas colo-
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rimétricas de actividad metabdlica WST-1, pone de relieve que el se-
cretoma de los tres tipos de células mesenquimales constituye un po-
tente inductor de la proliferacion celular a las 72 horas de exposicion,
observandose un mayor efecto inductor en los secretomas de las célu-
las madre mesenquimales de la pulpa dental y de la gelatina de Whar-

ton.

. La evaluacion in vitro del efecto del secretoma de los tres tipos de cé-
lulas madre mesenquimales sobre la capacidad de migracién de célu-
las epiteliales humanas y, por tanto, sobre la reparacién de heridas,
pone de relieve una reduccién temporal en el recubrimiento completo
de la superficie acelular en relacién con el grupo control, observandose
un mayor efecto migratorio del secretoma de las células madre me-

senquimales de la pulpa dental y de la gelatina de Wharton.

. La evaluacion in vivo del efecto del secretoma de los tres tipos de célu-
las madre mesenquimales sobre la reparacién de heridas pone de re-
lieve la existencia de un efecto reparador a nivel clinico y temporal. Di-
cha reparacion resulta compatible con los patrones histolégicos ortoti-
picos existentes a nivel de la epidermis y de los componentes fibrilares
y no fibrilares de la matriz extracelular de la dermis. Los efectos del
secretoma de las células madre mesenquimales de la pulpa dental y
de la gelatina de Wharton aceleran dicho proceso reparador en rela-
cion con el secretoma de las células madre de la grasa, por lo que po-
drian constituir potencialmente factores estimulantes para la genera-

cion de piel artificial en los protocolos de Ingenieria Tisular.

. Los resultados generados en la presente Tesis Doctoral ponen de re-
lieve, en consecuencia, que el secretoma de las células madre me-
senquimales puede configurarse como una nueva terapia bioldgica ca-
paz de potenciar la reparacion de heridas a distintos niveles tisulares y

constituir, ademas, un compuesto bioactivo multiproteico eficaz para la
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generacion de tejidos artificiales mediante protocolos de Ingenieria Ti-

sular.

. Los resultados obtenidos en la presente Tesis Doctoral apuntan a que
el secretoma de las células madre mesenquimales puede considerarse
una terapia avanzada prometedora libre de células, capaz de mejorar
la reparacion de heridas y la regeneracion celular. Ademas, parece
desempefiar un papel importante en la mejora de los procedimientos

de generacion de piel artificial.
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