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ABREVIATURAS
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OGTT: Prueba de tolerancia oral a la glucosa (por sus siglas en inglés, Oral
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DCCT: Estudio de Control y Complicaciones de la Diabetes (por sus siglas en
inglés, Diabetes Control and Complications Trial)

ND: Nefropatia diabética

DPN: Neuropatia Diabética Periférica (por sus siglas en inglés, Diabetic Peripheral
Neuropathy)



PDN: Neuropatia diabética dolorosa (por sus siglas en inglés, Painful diabetic
neuropathy)

DFU: Ulceras por pie diabético (por sus siglas en inglés, Diabetic foot ulcer)

NWTP: Terapia con presion negativa sobre heridas (por sus siglas en inglés,
Negative Pressure Wound Therapy)

HBOT: Terapia de oxigeno hiperbarico (por sus siglas en inglés, hyperbaric
oxygen therapy)



DESARROLLO DE UN IMPLANTE CON UTILIDAD POTENCIAL EN EL
TRATAMIENTO DE LESIONES TISULARES POR PIE DIABETICO

INTRODUCCION

Sistema tegumentario

El sistema tegumentario es esencial para el cuerpo, ya que representa la primera
barrera de proteccion contra agentes invasores externos. Esta formado por la piel
y unas estructuras anexas llamadas faneras, como el pelo, las ufias, las glandulas
sudoriparas y sebéaceas [1].

Estructuray funcién de la piel

La piel es un 6rgano de gran tamafo, el mayor del organismo, ya que tiene una
superficie de alrededor de 2 m? (depende de la altura y peso de la persona) y un
peso de 4 kg, lo que supone aproximadamente el 6% del peso corporal total.
Desde afuera hacia dentro, se distinguen tres capas de tejido, cuyo origen
embriologico es doble: se desarrolla a partir del ectodermo, que da nacimiento a la
capa superficial llamada epidermis, y del mesodermo, del que se forma la dermis,
capa profunda y gruesa, compuesta por tejido conectivo y fibras colagenas ver
figura 1.
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Figura 1. Estructura de la piel. Esquema que muestra las diferentes capas de la piel,
epidermis, dermis y el tejido subcutédneo y sus anexos [1].



La epidermis es la capa mas superficial de la piel, esta constituida por grupos o
hileras de células formando un epitelio estratificado y limitando con la dermis
mediante una membrana basal a la cual se encuentra firmemente adherida. La
epidermis a su vez se divide en cinco capas conocidas como estratos:

Basal: El estrato basal o germinativo es una capa de una célula de espesor,
fundamentalmente formada por queratinocitos, que se encuentra en la parte mas
interna de la epidermis. En el estrato basal se encuentran las células troncales
(células madre adultas) de los queratinocitos, que dan lugar a los queratinocitos de
la epidermis interfolicular. Las células troncales tienen una forma de redondeada a
columnar, con un tamafio de unas 6 a 10 um. Son mas basdéfilos que el resto de
células epidérmicas debido a su alto contenido en ribosomas. Poseen numerosos
filamentos intermedios y melanosomas, organulos con melanina, en torno al
nacleo. En esta capa inferior que tiene células basales en forma de columna que
dividen y empujan las células mas viejas hacia la superficie de la piel. A medida
que las células se mueven hacia la superficie a través de la piel, se aplanan y
finalmente mueren y se desprenden.

Espinoso: También conocida como capa de células escamosas, es la capa mas
gruesa de la epidermis. Contiene queratinocitos recién formados que son
proteinas de fortalecimiento. Ademas, contiene células de Langerhans que ayudan
a prevenir infecciones. Este estrato esta formado por queratinocitos con aspecto
mas o0 menos poliédrico y de unas 10 a 15 um de didmetro, mas grandes que los
del estrato basal, con un citoplasma mas eosinoéfilo y con uno o dos nucléolos muy
patentes.

Granuloso: Es las capas mas superficiales del estrato espinoso los queratinocitos
cambian su expresion génica y empiezan a sintetizar granulos de querato-hialina,
formandose el estrato granuloso. Este estrato es relativamente delgado, de unas
15 um, y con queratinocitos muy aplanados con numerosos granulos de querato-
hialina.

Lacido: Esta capa contiene células que estdn densamente comprimidas,
aplanadas y no pueden distinguirse unas de otras, y solo existe en las palmas de
las manos y las plantas de los pies. Los queratinocitos del estrato lGcido son
diafanos y se encuentran agrupados. Carecen de nucleo y el citoplasma esta lleno
de una sustancia gelatinosa, la eleidina, que se transformara en queratina.

Corneo: capa mas externa o superior de la epidermis. Esta compuesta de
queratinocitos muertos y planos que se desprenden aproximadamente cada dos
semanas. Esta formado por los queratinocitos degenerados que algunos autores
denominan corneocitos. El grosor del estrato corneo depende del grosor general
de la epidermis, de manera que cuantos mas queratinocitos se produzcan mas
grueso sera el estrato corneo ver figura 2 [2].
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Existen cuatro bloques celulares, los cuales son: los queratinocitos, los
melanocitos, las células de Merkel y las células de Langerhans. Los queratinocitos
forman la cubierta protectora de la epidermis, se denominan asi porque fabrican
una proteina llamada queratina, que es impermeable al agua y protege la piel y los
tejidos de las agresiones y abrasiones externas. Los melanocitos son de origen
nervioso, poseen prolongaciones dendriticas que se sittan en la capa mas
profunda de la epidermis, se denominan asi porque fabrican un pigmento
denominado melanina. Las células de Merkel son células que actian como
receptores del tacto y se sitlan en las capas basales de la epidermis. Y las células
de Langerhans son células procedentes de la médula 6sea que migran hasta la
epidermis, tienen una funcion fagocitaria y se dice que son también presentadoras
de antigenos a los linfocitos participando en reacciones de hipersensibilidad. Se
sitan habitualmente en las capas espinosas, granulosas y basales, ver figura 2
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Figura 2. Estructura de la Epidermis. Se pueden observar los diferentes estratos de la
epidermis, asi como las células que la forman [4].

La dermis, o corién, es el tejido conectivo de la piel, sirve de limite
dermoepidérmico y su superficie alcanza hasta el tejido celular subcutaneo. Se

11



encuentra estructurado por el tejido conjuntivo laxo (fibras de colageno vy fibras
elasticas) el cual esta inmerso en una sustancia amorfa. Asi mismo, se encuentran
los foliculos pilosos, glandulas sudoriparas y glandulas seb&ceas. Su grosor
depende especificamente de la parte del cuerpo que recubre, pero su tamano
promedio es de 1-2 mm y es de 15-40 veces mas gruesa que la epidermis, ver
figura 3 [5].

Colageno
Fibroblasto

Elastina

Figura 3. Estructura de la Dermis. Se puede observar la estructura de la dermis y las
fibras de colageno y elastina que la componen [4].

Y finalmente, la hipodermis se encuentra ubicada por debajo de la dermis, sus
principales células son los adipocitos y se encuentran organizados en lobulos
definidos por tabiques de fibras de colageno [6]. A su vez, la hipodermis se une a
los tejidos y dérganos subyacentes. Los limites entre la parte epitelial y la parte
conjuntiva se ven claramente, en cambio los elementos fibrosos de la dermis se
entremezclan con los de la hipodermis y no hay una separacién clara, ver figura 4

[7].
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’» Hipodermis

Figura 4. Estructura de la Hipodermis. Se puede observar la estructura de la
hipodermis y el tejido adiposo que es su principal constituyente [4].

Células dérmicas y epidérmicas de interés en la reparacion de heridas:

Queratinocitos: son las células que forman la mayor parte de la epidermis, en
humanos representan en torno al 95 % de las células epidérmicas. Tienen un
origen ectodérmico y se organizan formando un epitelio estratificado plano
queratinizado, aunque también forman los foliculos pilosos. Son células que
liberan muy poca matriz extracelular por lo que las membranas celulares de
queratinocitos adyacentes suelen estar muy proximas [2].

Morfologia: La morfologia de los queratinocitos no es constante a lo largo de su
vida, que es nucleado y viable desde la capa basal hasta la capa granular. Los
gueratinocitos sintetizan y expresan diversas proteinas y lipidos estructurales
durante su maduracion. Los pasos finales en la diferenciaciébn de queratinocitos
estan asociados con cambios profundos en su estructura, lo que resulta en una
transformacién en células escamosas planas y anucleadas del estrato cérneo,
actuando principalmente con filamentos de queratina y rodeados por una envoltura
celular compuesta de proteinas reticuladas (envoltura cornificada proteinas), asi
como una envoltura lipidica unida covalentemente. Ademas, los desmosomas, que
interconectan los queratinocitos adyacentes, son importantes para la cohesion
célula-célula en las capas nucleadas y se desprenden durante el proceso de
descamacion [8].

Constituyen la epidermis estratificada y el estrato cérneo. Los queratinocitos

crecen y se estratifican para formar una capa epitelial continua sobre la superficie
de las membranas dérmicas [9].
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Funciones: Las principales funciones de los queratinocitos son las de actuar como
una barrera frente a la desecacidon y patdgenos, participan en la reparacion de
heridas. La capa mas externa de la epidermis, el estrato corneo, proporciona una
barrera de permeabilidad que evita la desecacion. El espacio intercelular del
estrato corneo estd compuesto por una mezcla unica de lipidos. Su funcion es
contrarrestar la pérdida de agua y sales de la piel y la penetracion de sustancias
solubles en agua; Por lo tanto, son importantes en la funcion protectora de la piel
[10, 11].

Ademas de los queratinocitos, se pueden encontrar otros tipos de células
importantes en la epidermis como poblaciones residentes o0 en respuesta a
condiciones transitorias: células de Langerhans, células de Merkel, melanocitos y
linfocitos [12].

Las células de Langerhans son elementos inmunocompetentes derivados de la
médula ésea cruciales para la barrera inmune de la epidermis y participan
principalmente en la dermatitis alérgica de contacto [13]. Las células de Merkel
forman parte del componente nervioso sensorial de la piel. Los melanocitos se
originan en la cresta neural y se encuentran en la capa basal de la epidermis.
Producen los granulos de pigmento llamados melanosomas que contienen
melanina. Los melanocitos tienen la funcion importante de proteger la piel de la
radiacion ultravioleta y darle a la piel su color [14, 15].

Fibroblastos: Son el tipo celular mas abundante dentro de todos los tejidos
conectivos del cuerpo, y su funcion principal es la secrecién de los componentes
de la matriz extracelular (MEC). En el caso de la piel, la capa de queratinocitos
epidérmicos estd apuntalada y conectada intimamente a la dermis, que contiene
los fibroblastos dérmicos, asi comolas células inmunes, los vasos
sanguineos, las fibras nerviosas , los foliculos capilares y las glandulas secretoras
[16].

Este tipo celular presenta morfologia muy variable en forma y tamafio
dependiendo del 6rgano donde se encuentren y su estado de actividad. En
general, son células fusiformes o estrelladas con prolongaciones citoplasmaticas
que pueden ser relativamente cortas y anchas, o bien largas, delgadas y muy
ramificadas. En este ultimo caso, los fibroblastos pueden estar en contacto unos
con otros por uniones tipo nexo o por contactos fisicos simples [17].

Los fibroblastos desempefian multitud de funciones. La primera y mas conocida es
la capacidad de sintetizar y mantener todos los precursores de los componentes
de la matriz extracelular, tanto fibras de colageno, reticulares y elasticas, como la
sustancia fundamental: glicosaminoglicanos, proteoglicanos y glicoproteinas. en
adultos contribuyen al mantenimiento de la homeostasis de la piel. Otra funcion
caracteristica esta relacionada con la organizacion estructural del tejido al que
pertenece [18, 19].
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Matriz extracelular de las células epidérmicas

La matriz extracelular (MEC) es una red estructural compleja e intrincada que
rodea y sostiene las células del tejido conjuntivo. Contiene fibras de colageno y
elasticas que se componen de proteinas estructurales especificas. Dicha matriz
contiene  proteoglicanos, glucoproteinas como la  fibronectina vy
glucosaminoglicanos [20]. Asi pues, las células intervienen en la formacién de la
MEC vy, a su vez, reciben informacion acerca de su microambiente a través de
uniones de la membrana plasmatica a la matriz. Por lo tanto, la matriz ademas de
dar soporte a las células, ejerce un efecto determinante sobre diversas funciones
celulares como la proliferacién, la diferenciacion, la migracion y la muerte celular
[21].

Especificamente las células dérmicas y epidérmicas secretan diferentes proteinas
como MEC, las cuales se describen a continuacion:

Queratinocitos: Las queratinas son las principales proteinas estructurales
sintetizadas por los queratinocitos. Se ensamblan en un patrén similar a una red
de filamentos intermedios que emanan de un anillo perinuclear, se extienden por
todo el citoplasma y terminan en desmosomas y hemidesmosomas de union.
Durante las etapas finales de la diferenciacién normal, las queratinas se alinean en
matrices altamente ordenadas y condensadas a través de interacciones con
filagrina, una proteina matriz sintetizada como profilagrina en los granulos de
gueratohialina de la capa granular. La filagrina agrega los filamentos de queratina
en haces apretados. Esto promueve el colapso de la célula en una forma
aplanada, que es caracteristica de los corneocitos en el estrato cérneo. Juntas, las
queratinas y la filagrina constituyen del 80% al 90% de la masa proteica de la
epidermis de los mamiferos [22, 23]. Otras proteinas estructurales, como
involucrina, loricrina y queratolinina, estan contenidas en la célula de la capa
espinosa superior. La clase de pequefias proteinas ricas en prolina se sintetiza y
posteriormente se reticula mediante transglutaminasas para reforzar la envoltura
cornificada debajo de la membrana plasmatica [8, 23].

Fibroblastos: Se encargan de sintetizar y mantener todos los precursores de los
componentes de la MEC, tanto fibras de colageno, reticulares y elasticas, como la
sustancia fundamental: glicosaminoglicanos, proteoglicanos y glicoproteinas [17,
19].

Cicatrizacién de heridas: Proceso normal y en personas diabéticas.

La cicatrizacion de heridas es un proceso biolégico dinamico y complejo que se
puede dividir en cuatro fases que se solapan parcialmente: hemostasia,
inflamacion, proliferacion y migracion y remodelacion. Estas fases implican un
gran numero de tipos de células, componentes extracelulares, factores de
crecimiento y citocinas ver figura 5 [24].
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Hemostasia

La primera etapa del proceso de reparacion celular implica la activacion
plaguetaria, la agregaciéon y la adhesiéon al endotelio dafiado para mantener la
hemostasia, un fendmeno conocido como coagulacion. Una vez que se inicia este
proceso, el fibrinégeno se convierte en fibrina, formando el trombo y la MEC. Ver
figura 5a. También participan otras células como las plaquetas activadas, los
neutréfilos y los monocitos que liberan algunas proteinas y diversos factores de
crecimiento, como el factor de crecimiento derivado de plaguetas (PDGF) y el
factor de crecimiento transformante B (TGF-B) [25]. En comparacion con sujetos
normales, la hipercoagulabilidad y una disminucién de la fibrindlisis son algunos de
los cambios en la fase de hemostasia que se han observado en pacientes con DM
[26].

Inflamacion

Se produce un proceso inflamatorio cuando se produce una lesion tisular, siendo
los neutroéfilos, los macréfagos y los mastocitos los responsables de producir
citocinas inflamatorias como IL-1, IL-6, TNF-a, IFN-y y varios factores de
crecimiento como PDGF, EGF, IGF, que son fundamentales en el proceso de
reparacion de heridas [27, 28]. En las personas con DM, existe un desequilibrio de
estas citocinas que se liberan de forma no secuencial [29]. Esto lleva a una
modificacion de la reparacion de heridas. Los neutrofilos son células que
presentan un patron de liberacion de citocinas alterado y muestran una
disminucién en su funcionalidad y, por lo tanto, contribuyen a la susceptibilidad a
infecciones de heridas [30].

Proliferacion y migracion

Cuando la inflamacion disminuye, varios procesos comienzan en el sitio de la
lesion: se produce la contraccion de la herida, se produce angiogénesis para
restablecer el suministro de oxigeno y se forman proteinas de la MEC, incluidos
colagenos, fibronectina y vitronectina, que son necesarios para el movimiento
celular, ademas de la migracion de los queratinocitos. Todos estos procesos son
necesarios para que el tejido recupere su integridad y funcionalidad [31].

Debido a la hiperglucemia, la migracion de fibroblastos y queratinocitos disminuye
en pacientes con DM, asi como su capacidad proliferativa. La migracién celular
anormal provoca una reepitelizacion deficiente de la herida diabética, que afecta el
proceso de curacion, ver figura 5b [25, 32]. Ademas, en pacientes con DM,
también se ha informado una disminucion en la angiogénesis y, por lo tanto, una
disminucion en el flujo sanguineo [33].
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Remodelaciéon

Esta fase comienza aproximadamente una semana después de la cicatrizacion de
la herida y puede durar mas de 6 meses. Aqui, el colageno que se sintetiza es
mayor que el que se degrada y reemplaza la MEC provisional que inicialmente se
formé por la fibrina y la fibronectina. Este tejido de granulacion se convierte en
tejido cicatricial maduro y también aumenta la resistencia de la herida, y esto
termina en la formacion de una cicatriz [34].

Los fibroblastos de pacientes con DM estan alterados en su funciéon, lo que
contribuye al cierre defectuoso de la herida; aunque el mecanismo no se conoce
bien, se cree que se debe al hecho de que no responden a la accion del TGF-B y
también a la produccion aberrante de la MEC [35].
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Figura 5. Esquematizacion de una herida. 5a. Cicatrizacion de una herida normal. 5b. Cicatrizacion de una herida diabética [36].
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Diabetes mellitus

La diabetes mellitus (DM) es un trastorno metabdlico crénico del sistema
endocrino caracterizado por el aumento de hiperglucemia, esto debido a una
deficiencia en la secrecién de la insulina o resistencia a la insulina [37, 38].

Epidemiologia

La Federacion Internacional de la Diabetes (IDF) reporté que para el afio 2017
habia 425 millones de personas en el mundo con DM, lo que equivale a una
prevalencia de 8.8% en personas de 20 - 79 afios [39]. La prevalencia de la
enfermedad a nivel mundial va en aumento, algunas cifras estiman que para el
afio 2035 aproximadamente un total de 471 millones de individuos la padeceran
[37]. En México la prevalencia de la enfermedad segun cifras de ENSANUT 2016
se incrementd del 9.2% en el afio 2012 a 9.4% para el afio 2016 [40]. Mientras que
en el estado de Zacatecas la prevalencia se increment6 de 7% en el afio 2006 a
9.4% en el afo 2012. En el afio 2017 la Secretaria de Salud de Zacatecas contaba
con 21,160 pacientes diagnosticados con DM de los cuales el 70.9% correspondia
al sexo femenino y 29.1% al sexo masculino [41]. La IDF calcul6 que en el 2017 la
DM caus6 la muerte de 4 millones de personas de una edad entre 20 y 79 afios,
mientras que la Organizacion Mundial de la Salud reporta para el afio 2015 que la
DM fue la causa directa de 1.6 millones de muertes y 2.2 millones de muertes se
le atribuyen a la hiperglucemia en el afio 2012. En México las cifras de mortalidad
la reportan como la segunda causa de mortalidad con el 15.4% de muertes en el
afo 2016 [42].

Costos de la DMy sus complicaciones

El costo por esta enfermedad en los Estados Unidos de América se estimé en 174
billones de dolares totales en el afio 2007, repartiéndose en 116 billones en costos
directos y 58 billones en costos indirectos [43]. Mientras que en México la carga
econdémica de la DM en el 2013 fue de 362,860 millones de pesos, lo cual
representa cerca de 2.25% del PIB. Los costos directos de la enfermedad se
estimaron en 179,495 millones de pesos de los cuales el 87% se destina a las
principales complicaciones de la DM [44].

Clasificacion de la DM

La Asociacion Americana de Diabetes (ADA) incluye 4 casos clinicos diferentes:

La DM tipo I, diabetes mellitus insulinodependiente (DMID) es el resultado de la
destruccion de las células B, por lo general lleva a la deficiencia absoluta de
insulina [45]. La primera subclase de la DM por lo general se caracteriza
clinicamente por la aparicion repentina de los sintomas, insulinopenia y la
dependencia de la insulina inyectada para mantener la vida, este tipo de
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enfermedad se produce en los jovenes, por lo que se le llamaba antiguamente DM
juvenil [46].

La DM tipo 2, diabetes mellitus no insulinodependiente (NIDDM, por sus siglas en
ingles non-insulin-dependent diabetes), resultado de un defecto progresivo de la
secrecion de insulina progresiva en el fondo de resistencia a la insulina [45]. Este
tipo es la mas comun comprende alrededor del 85% de los casos [46].

La diabetes mellitus gestacional (DMG) (diabetes diagnosticada durante el
embarazo) es un tipo de diabetes que suele afectar a las mujeres embarazadas
durante el segundo y tercer trimestre del embarazo, aunque puede darse en
cualquier momento del mismo [39].

Otros tipos especificos de diabetes debido a otras causas, por ejemplo, los
defectos genéticos en la funcién de las células B, defectos genéticos en la accién
de insulina, enfermedades exocrinas del pancreas (por ejemplo, fibrosis quistica),
y farmacos o toxicidad quimica (como en el inducido por productos quimicos para
el tratamiento del VIH / SIDA o después de un trasplante de 6rganos) [46].

Diagnoéstico de la DM

Durante décadas, el diagnostico de la DM se basa en criterios de glucosa en
plasma, ya sea el nivel de glucosa en plasma en ayunas (FPG, por sus siglas en
inglés fasting plasma glucose) o el valor de la prueba de tolerancia oral a la
glucosa 75 g en 2 h (OGTT). Sin embargo en el 2009 un comité internacional de
expertos que incluia representantes de la ADA, de la Federacion Internacional de
la Diabetes (IDF), y de la Asociacion Europea para el Estudio de la Diabetes
(EASD) recomendaron el uso de la prueba de A1C (hemoglobina glucosilada) para
el diagndstico de la DM, y la ADA adoptaron este criterio en 2010 [47].

Actualmente se acepta cualquiera de los criterios descritos a continuacion para
establecer el diagnéstico para la DM tipo 1, 2 y DM producida por otras causas:

A1C (hemoglobina glucosilada) > 6.5%. El examen puede realizarse en un
laboratorio usando un método certificado de los NGSP (National Glycohemoglobin
Standardization Program) y estandarizado para el ensayo DCCT (Diabetes Control
and Complications Trial).

FPG (glucosa en plasma en ayunas > 126 mg / dl (7.0 mmol / I). El ayuno se define
como la ausencia de ingesta caldrica durante al menos 8 h.

Glucosa en plasma de 2 h > 200 mg / dl (11.1 mmol / ) durante un OGTT. La
prueba debe realizarse segun lo descrito por la Organizaciéon Mundial de la Salud,
utilizando una carga de glucosa que contiene el equivalente de 75 g de glucosa
anhidra disuelta en agua.

20



En un paciente con sintomas clasicos de hiperglucemia o una crisis de
hiperglucemia, una glucosa plasmatica al azar > 200 mg / dl (11.1 mmol / 1) [45-
47].

Mientras que para establecer el diagnostico de DMG dos o més de los siguientes
valores después de una carga oral de glucosa de 100 g se deben cumplir o
superar:

Prueba rapida: plasma venoso 105 mg/dl (5.8 mmol/L), sangre venosa total 90
mg/dl (5.0 mmol/L), sangre capilar total 90 mg/dl (5.0 mmol/L).

OGTT 1 hora: plasma venoso 190 mg/dl (10.6 mmol/L), sangre venosa total 170
mg/dl (9.5 mmol/L), sangre capilar total 170 mg/dl (9.5 mmol/L).

OGTT 2 horas: plasma venoso 165 mg/dl (9.2 mmol/L), sangre venosa total 145
mg/dl (8.1 mmol/L), sangre capilar total 145 mg/dl (8.1 mmol/L) [45].

Complicaciones de la DM

La DM es una enfermedad sistémica que afecta a varios 6rganos y sistemas del
cuerpo, las complicaciones mas importantes son las siguientes:

Nefropatia

La nefropatia diabética (ND), es una complicacién cronica de la diabetes, se
caracteriza por la hipertrofia glomerular, proteinuria, disminucion de la filtracién
glomerular y la fibrosis renal dando como resultado la pérdida de la funcion renal
[48]. Las complicaciones microvasculares de la diabetes, como la nefropatia
diabética pueden desempefar un papel significativo en la mortalidad de la
diabetes. La DN como una enfermedad renal progresiva afecta a casi 35% de los
pacientes diabéticos [49]. La nefropatia diabética es la causa principal de la
enfermedad renal cronica en todo el mundo [50].

Retinopatia

Es consecuencia del dafio a los vasos sanguineos de la retina. Inicialmente se
manifiesta como micro aneurismas oculares y pequefias hemorragias (fase no
proliferativa), para posteriormente presentarse un dafio mas severo que genera
pérdida de vision (fase proliferativa) y puede desembocar en ceguera. Otros
problemas, como el edema de macula pueden presentarse en ambas fases y
asociarse a otros trastornos tales como glaucoma, cataratas y desprendimiento de
retina [46].

La retinopatia diabética es la primera causa de ceguera en pacientes diabéticos
entre los 30 y los 69 afos de edad. Su incidencia aumenta considerablemente con
la edad. Se estima que casi el 100% de los diabéticos de mas de 30 afios de
evolucion muestran algun signo de retinopatia [51].
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Neuropatia

Las neuropatias periféricas son las lesiones del sistema nervioso periférico que se
pueden dividir en mono-neuropatias multifocales, neuropatias, y polineuropatias.
Los sintomas generalmente incluyen entumecimiento y parestesia. Estos sintomas
suelen ir acompafiados de debilidad y pueden ser dolorosos [52]. La neuropatia
periférica es la forma mas comun de neuropatia diabética y afecta a los nervios
distales de las extremidades, particularmente los de los pies. Ademas la
neuropatia puede conducir a la disfuncién eréctil, asi como a desarrollar
problemas digestivos y urinarios, y otros problemas como la disfuncion autonémica
cardiaca [39]. La Neuropatia Diabética Periférica (NDP) se presenta en mas del
50% de las personas que padecen diabetes y es un factor de riesgo importante de
dafos en la piel, amputacion y la reduccién de la movilidad fisica [53]. Se estima
que cerca del 40 a 60% de los pacientes con NDP van a desarrollar neuropatia
diabética dolorosa (NDD) en sus extremidades inferiores. Al igual que en otros
estados de dolor neuropatico, la NDD parece progresar y es a menudo reportada
por debajo de los datos reales y dificil de diagnosticar y tratar [54].

Sindrome del pie diabético (PD)

Es la complicacién més frecuente de la DM a nivel de las extremidades inferiores.
Asimismo, es la complicacion tardia mas incapacitante de la enfermedad. La
Organizacion Mundial de la Salud lo define como aquel sindrome en el que
confluyen complicaciones de diversa etiologia: neuropatica, vascular e infecciosa
derivadas de la DM y que predisponen al padecimiento de Ulceras.

Se estima que aproximadamente el 15% - 25% de los pacientes diabéticos de todo
el mundo presentaran al menos una Ulcera plantar a lo largo del padecimiento de
su enfermedad, calculandose una incidencia anual del 2.4 - 2.6%, con una
prevalencia del 4 - 10% [55]. Aproximadamente el 85% de las amputaciones a
pacientes diabéticos son precedidas por una ulcera plantar [56]. Es importante
recordar que las tasas de recurrencia de las Ulceras del pie son muy altas, siendo
superior al 50% después de 3 afios [57].

Con respecto a la etiologia de la ulceracién del pie, tradicionalmente se afirma que
45% a 60% son puramente neuropaticas, aproximadamente el 10% puramente
isquémica, y del 25% al 45% de origen neuroisquémica. Sin embargo en un
estudio mas reciente se encontrd6 un ligero aumento en la incidencia de la
neuroisquémica (52,3%) y las ulceras isquémicas (11,7%) del pie con una
reduccion en las Ulceras neuropaticas (36%) [56].

Costos por complicaciones del PD

Los gastos promedios de hospitalizacion en pacientes con complicaciones del PD
son: Ulceras en los pies, $ 16,580 dolares; dedo del pie y otras amputaciones
distales, $ 25,241 ddlares; amputaciones mayores, $ 31,436.33 dolares. El costo
promedio para un episodio de Ulcera del PD se ha estimado en 28,000 ddlares
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durante un periodo de 2 afos [56]. En Estados Unidos de América en el 2008 se
reportd que 18 millones de dolares se gastan en el cuidado de las Ulceras del PD y
11.7 millones de dodlares en amputaciones de extremidades inferiores [58]. En
México las estimaciones existentes son muy variables con calculos de costos de
atencion por paciente que van desde 700 hasta 3,200 dolares anuales, lo que se
traduce en 5 a 14% del gasto en salud destinado a la atencion de la DM y sus
complicaciones [59].

Fisiopatologia del PD

La DM provoca alteracion de la cicatrizacion de la herida al afectar uno o més
mecanismos bioldgicos de estos procesos. Muy a menudo, se desencadena por la
hiperglucemia, la inflamacién cronica, micro y macro-disfuncion circulatoria, la
hipoxia, la neuropatia autonémica y sensorial, y alteracién de la sefializacién de
neuropéptidos [24].

Las ulceras del PD rara vez son el resultado de un solo factor patoldgico; por lo
general requieren de un gran numero de posibles factores contribuyentes que
podrian resultar en la ruptura del pie. El desarrollo del PD se considera
tradicionalmente como resultado de una interaccion entre la insuficiencia vascular
periférica, polineuropatia simétrica distal, y la infeccion, ver figura 6 [60].

Insuficiencia vascular periférica (IVP): La IVP en la DM afecta vasos
sanguineos pequefios y grandes. La macroangiopatia de la DM no es muy
diferente a la de enfermos no diabéticos. Los cambios en las capas media e intima
de la pared del vaso se generan, en ambos casos, por depdsitos de lipidos,
colesterol y calcio, pero éstos se acumulan en mayor cantidad en los diabéticos.
Ademas, son mas extensos entre los pequefios vasos arteriales situados por
debajo de la rodilla. La oclusién de estas pequefias arterias explica la localizacion
de las areas de necrosis en los diabéticos. La angiopatia de vasos de mayor
caliore no progresa al mismo tiempo que la de pequefios vasos. La
microangiopatia de la piel (dermopatia) o granuloma anular localizado es un
marcador de DM. Los procesos responsables de los cambios en los vasos
cutdneos son la fragmentacion de la capa basal, la laminacién del material
homogéneo y la aparicién de tejido conectivo en la periferia de los vasos [61].

Neuropatia: La neuropatia diabética es un tipo de dafio en los nervios que puede
producirse si tienes diabetes. Un nivel alto de glucosa en sangre puede dafar los
nervios en todo el cuerpo. La neuropatia diabética afecta, con mayor frecuencia,
los nervios de las piernas y de los pies. Los investigadores creen que, con el
tiempo, el nivel elevado de glucosa en la sangre sin controlar dafia los nervios e
interfiere con su capacidad para enviar sefales, lo que genera la neuropatia
diabética. El nivel elevado de glucosa en la sangre también debilita las paredes de
los pequefios vasos sanguineos (capilares), que les proporcionan oxigeno y
nutrientes a los nervios. La afectacidon motora atrofia la musculatura intrinseca del
pie a nivel cutaneo y subcutaneo, y debido a la glucosilacion no enzimatica de las
proteinas del colageno, las fibras se engrosan y aumentan su entrecruzamiento,

23



dando lugar a una piel gruesa y firme, y a una restriccion en la movilidad articular
[62].
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Figura 6. Posible via de la ulceracién en el pie diabético. En la imagen se esquematiza
la relacion de los factores predisponentes, desencadenantes y los factores agravantes
para que exista el desarrollo de una ulcera plantar. Modificado de [62].
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Infeccion: Una infeccion de la herida es el resultado de una invasion microbiana
en el tejido en cantidades adecuadas para provocar una respuesta del huésped, lo
que resultara en una curacion de la herida deteriorada [63]. Los principales
factores predisponentes para su desarrollo son la macroangiopatia, la
microangiopatia y los trastornos hemorragicos, la neuropatia periférica y la
respuesta inmunologica alterada del paciente diabético [64]. El nivel elevado de
azucar en la sangre, como se observa con la diabetes, incluso a corto plazo,
puede alterar significativamente la funcion inmune innata, lo que aumenta la
susceptibilidad. Mantener una herida en el pie es el principal factor de riesgo para
el desarrollo de una infeccidn del pie diabético [63]. Ademas, factores del huésped
como la edad, la inmunosupresion, la medicacion y las enfermedades
concomitantes también pueden influir [65]. Aunque de una forma secundaria, la
infeccion es determinante en el desarrollo de la ulcera, y adquiere un papel
relevante en el mantenimiento de la misma. Las Ulceras neuropdticas y
neuroisquémicas suelen estar sobreinfectadas por microorganismos diversos, los
principales Aerobios gram positivos (+): Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis, Streptococcus faecalis, Corynobacterium species, Streptococcus
group B, Streptococcus group A. Gram negativos (-): Pseudomonas aeruginosa,
Proteus mirabilis, E. coli, Enterobacter cloacae, Proteus species, Acinetobacter
species, Klebsiella species, Morganella species. Anaerobios: Peptostreptococcus
magnus, Bacteroides species, Propionibacterium species, Peptostreptococcus
prevotii, Clostridium species, Bacteroides fragilis [62, 64, 65]. Micéticas por
candidiasis, dermatofitosis, cromoblastomicosis b [62].

Ulceras

La tlcera de pie diabético (DFU) es una complicacion generada a partir de la DM y
se caracteriza por lesiones profundas en la piel y tejidos [66]. Dicha complicacion
tiene un 15-25% de riesgo de ser desarrollada en los pacientes con DM y aunque
no es un indicador severo de ablacién, el 80% de las personas con Ulceras
presentan infeccion, lo cual es el principal motivo de amputacion de la extremidad
[67].

Las Ulceras se forman debido a una combinacion de factores, como la falta de
sensibilidad en el pie, la mala circulacion, deformaciones en el pie, irritacion (a
causa de friccién o presion) y traumatismos, asi como también el tiempo que lleva
padeciendo DM. También se presenta neuropatia, la disminucién o pérdida total
de la sensibilidad en los pies como consecuencia de un dafio nervioso provocado
por la hiperglucemia a lo largo de los afios [68].

Clasificacién de ulceras

Las ulceras mas frecuentes son las neuropaticas, entre un 45y un 60% del total,
las neuroisquémicas entre un 25 y un 45% y las puramente isquémicas entre un
10 y un 15%. Las causas para que se desarrolle una DFU son diversas, asi como
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también su forma de presentacion y evolucidén clinica, por tanto, es importante
contar con un sistema de clasificacion de las lesiones del PD que estandarice las
diversas definiciones, permita evaluar el curso clinico y los resultados de distintos
tratamientos. Para ello se han propuesto diversas clasificaciones que son
aceptadas, dentro de las cuales se incluye la de Wagner, Texas, PEDIS, la de San
Elidan. La clasificacion de Wagner se basa en la profundidad, presencia de
osteomielitis 0 gangrena y la extension de la necrosis tisular, sin embargo, esta
clasificacion no toma en cuenta dos parametros de importancia critica como la
isquemia y la infeccion (ver tabla 1). Es por eso que la clasificacibn mas completa
es la de San Elidn que es un sistema diagnostico-terapéutico que permite
evaluar la evolucion de las ulceras y el impacto del tratamiento de acuerdo a la
gravedad de la herida. Se toman en cuenta 10 factores que contribuyen a la
gravedad y progreso de curacion de la herida del PD como se muestra en la
tabla 2 [69].

Tabla 1. Clasificacion de Wagner

Grado 0 | Ausencia de Ulcera. Pie en riesgo
(deformidad, hiperqueratosis)

Grado 1 | Ulcera superficial

Grado 2 | Ulcera profunda que incluye tendén y
capsula articular

Grado 3 | Ulcera profunda con abscesos,
osteomielitis o0 sepsis articular

Grado 4 | Gangrena localizada (antepié o talén) =

Grado 5 | Gangrena extensa
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Tabla 2. Clasificacion topografica y grados de gravedad del pie diabético de San Elian

[69].

Factores
Anatémicos
Topogréficos

Localizacién o zona de
la herida inicial

1. Falangica o digital con o sin
extension al resto del pie.

2. Metatarsal con o sin extension al
resto del pie.

3. Tarsal en tal6n y medio pie, con
0 sin extension a todo el pie.

Aspecto
Topografico

. Dorsal o plantar
. Lateral
Més de 2 aspectos

N° de zonas afectadas

Una
Dos
. Todo el pie (heridas mdltiples)

Factores
agravantes

Isquemia
(indice Tobillo/Brazo)

. No isquemia: 0.91 — 1.21
Leve: 0.7 - 0.9

. Moderada: 0.51 — 0.69

. Grave o critica: < 0.5

Infeccion

. No infeccion

. Leve: Eritema<2cm, induracion,
calor, dolor y secrecion purulenta.
2. Moderada: Eritema >2cm.
Afectacion de musculo, tendén,
hueso o articulacioén.

3. Grave: Respuesta inflamatoria
sistémica

RPOlWNROWNRIWN P

Edema

0. No edema

1. Perilesional

2. SOlo el pie y/o la extremidad
afectada

3. Bilateral secundario a
enfermedad sistémica

Neuropatia

0. No neuropatia

1. Disminucion de la sensibilidad
protectora o vibratoria.

2. Ausencia de la sensibilidad
protectora o vibratoria.

3. Neuro-osteoartropatia diabética
(Artropatia de Charcot).

Factores de afeccion
tisular de la herida

Profundidad

1. Superficial (S6lo piel)

2. Ulcera profunda (Toda la dermis)
3. Todas las capas (Incluye hueso y
articulacion)

Area en cm2

1.Pequefia < 10cm2
2. Mediana de 10 — 40cm?2
3. Grande > de 40cm?2

Fases de cicatrizacion

1.Epitelizacion
2. Granulacién
3. Inflamacion
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Grado Gravedad Puntaje inicial Pronéstico

| Leve <10 Probable curaciéon exitosa de la
herida
Il Moderado 11-20 Riesgo de pérdida del pie; la

respuesta dependera de la terapia
utilizada y de la respuesta biolégica
del paciente

i Severa 21-30 Condicion con riesgo de pérdida de
la extremidad y la vida,
independientemente de la
terapéutica empleada y la
respuesta del paciente

Tratamiento de las DFU

La intervencion ideal para las complicaciones diabéticas de las extremidades
inferiores debe ser la prevencion. Hasta la fecha, la Unica intervencidn probada
para detener o reducir todas las complicaciones relacionadas con la DM es el
control estricto de la glucemia, como se informé en el ensayo “Diabetes Control
and Complications” [70]. Las guias publicadas y documentos de consenso sobre el
tratamiento de las DFU son consistentes y establecen que la atencion mas eficaz
de DFU implica un enfoque integral y debe incluir el control 6ptimo de la DM,
cuidado efectivo de la herida local, control de infecciones, las estrategias de alivio
de la presion, y la optimizacion del flujo sanguineo [71].

A pesar del apego a los principios de tratamiento anteriores, un estudio demostro
que sélo el 24 por ciento de las Ulceras sanaron después de 12 semanas y sélo el
31 por ciento de las ulceras sanaron después de 20 semanas [72].

Los principales procedimientos para el tratamiento de las DFU se pueden dividir
en tres:

1.- No invasivo:

Incluye el control de la glucemia, medir la glucosa en la sangre es la principal
manera que se tiene de asegurarse de controlar la diabetes. Esta medicidon
permite conocer el nivel de glucosa en la sangre en cualquier momento, asi como
el control metabdlico de los pacientes que incluye prestar atencion a la
alimentacion y al nivel de ejercicio, de igual forma si el paciente usa insulina, debe
cuidar cuanto usa y su horario de inyecciones.

Presion negativa y terapia de oxigeno hiperbarico

Otras intervenciones avanzadas para promover la cicatrizacion de heridas incluyen
la terapia con presién negativa sobre heridas (NWTP), también llamado cierre
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asistido por vacio, y la terapia de oxigeno hiperbarico (HBOT). En el caso de la
NWTP, se cree que la aplicacion de presion negativa controlada a la superficie de
una herida puede acelerar la curacidon mediante la reduccion de edema, la
eliminacion de exudado, y mediante el aumento de la perfusion, la proliferacion
celular, y la formacion de tejido de granulacion [70].

2.- Invasivo:
Desbridamiento

El desbridamiento implica la eliminacion de la epidermis de hiperqueratosis
(callos), tejido dérmico necrético, residuos extrafios, y elementos de bacterias en
el lecho de la herida; todos estos elementos inhiben la curacion de heridas. El
callo es conocido solo para actuar como un cuerpo extrafio y aumentar la presion
local; la eliminacién de los callos y la promocién de la liberacién de factores de
crecimiento convierten un entorno de cicatrizaciéon de la herida crénica a un
entorno de curacion aguda [24].

Revascularizacion

Para los pacientes con pérdida de tejido, el aumento de la gravedad de la
isquemia se asocia con peores resultados, como la amputacion y la muerte; en
consecuencia, la restauracion de la perfusién de la piel se considera que es un
componente critico del tratamiento. La revascularizacion se puede lograr por
medios endovasculares con la angioplastia con bal6n y colocaciéon de estent
(endoprétesis vascular), o por técnicas de cirugia abierta, tales como
endarterectomia y, a menudo un bypass alrededor del segmento enfermo del vaso
[73].

3.- Medicina regenerativa

Esta disciplina médica es la aplicacion de los principios y métodos de la ingenieria
a los problemas de la biologia celular y molecular tanto de naturaleza basica como
aplicada para entender la relacion estructura-funcién en los tejidos normales vy
patolégicos de los mamiferos y desarrollar sustitutos biolégicos para restaurar,
mantener y mejorar sus funciones. Es decir, el uso de células vivas junto con
componentes extracelulares para el desarrollo de partes o piezas que permitan
restaurar o reemplazar la funcion del tejido [74].

Ingenieria de tejidos

El termino de ingenieria en tejidos tiene diferentes definiciones pero en un sentido
amplio son métodos que, o bien promueven la reparacion biolégica o regeneraciéon
de tejidos u organos, proporcionando la sefalizacion, elementos estructurales o
celulares (aparte de autoinjerto de tejido minimamente manipulada), o sustituyen
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el organo o la funcion del tejido con los sistemas que contienen tejido vivo o
células [75].

La ingenieria de organos es una disciplina que integra el conocimiento biolégico
de desarrollo embrioldgico, la anatomia, la fisiologia y las interacciones celulares
con tecnologias de apoyo incluidos biomateriales biocompatibles y Ila
biofabricacion de plataformas tales como la bioimpresion tridimensional [76].

Biomateriales para la ingenieria de tejidos

Caracteristicas y funciones

La seleccion de los materiales para aplicaciones de ingenieria de tejidos se basa
en varios factores importantes, incluyendo la biocompatibilidad, degradabilidad,
caracteristicas de la superficie, capacidad de procesamiento, y propiedades
mecanicas [77].

Hidrogeles

Los hidrogeles son usados en ingenieria tisular y en el campo de los biomateriales
debido a que estos contienen una alta funcionalidad con el sistema biolégico,
pues, gracias a su hidrofilicidad, el cual es un factor que determina su alta
biocompatibilidad, genera un suporte en 3D mecéanico alto y pueden proporcionar
que las células en su interior tengan un entorno similar al de muchos tejidos
naturales [78].

Tipos de biomateriales

Existen una gran variedad de biomateriales utilizados en ingenieria de tejidos
algunos de los cuales se describen a continuacion.

Colageno: Es una de las proteinas mas abundantes en la naturaleza y es el
responsable de mantener la integridad estructural de los tejidos. En la piel estan
presentes principalmente los tipos de colageno sintetizados por los fibroblastos y
los miofibroblastos. Ha sido utilizado en el disefio de sustitutos de la piel. Los
geles de colageno hidratados presentan una alta ventaja en aplicaciones clinicas,
dado que su alta produccién de queratinocitos y fuerte anclaje permiten la
produccion de un area de superficie grande a ser injertada [79].

Alginato: Es un polisacarido natural que se deriva de las algas. Ha sido
ampliamente usado en aplicaciones como medicina regenerativa debido a la
facilidad de formar un hidrogel a través de un intercambio idnico instantaneo del
calcio de sodio. Esto ha generado que el alginato sea un material de eleccién para
hacer micro encapsulamientos de células [80].

Fibrina: Es un material de origen natural, compuesto por mondémeros de
fibrinbgeno que se unen mediante entrecruzamiento quimico. Los geles de fibrina
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menos concentrados se han utilizado para aplicaciones de medicina regenerativa
debido a su rapida reticulacion y sus propiedades mecanicas robustas [78].

Acido hialurénico (HA): Es un glucosaminoglucano (GAG) no sulfatado hidréfilo
que consiste en unidades repetidas de disacaridos que esta presente en tejidos
como un componente importante de la MEC y ha mostrado un gran potencial en
aplicaciones de la medicina regenerativa. El HA no modificado se ha utilizado en la
clinica durante varias décadas, en aplicaciones tales como la terapia de alivio de
la de las articulaciones dafiadas y artritis. Sin embargo, mediante el empleo de la
modificacion quimica de HA, su faciidad de uso se ha extendido
considerablemente, resultando en un biomaterial robusto que puede ser reticulado
en un hidrogel o cargado con otros factores bioactivos [80].

Factores de crecimiento

El término factor de crecimiento se utiliza para describir sustancias tales como
proteinas, hormonas y neurotransmisores que tienen como funcién principal el
estimular la proliferacion celular mediante la regulacion del ciclo celular iniciando la
mitosis, asi como el mantener la supervivencia celular, estimular la migracion
celular, la comunicacion intercelular, la diferenciacion celular e incluso la
apoptosis. La funcién de los factores de crecimiento esta regulada por diferentes
mecanismos gue controlan la activacion genética como:

La transcripcion y traduccion del gen del factor de crecimiento.
- La modulacién de emision de sefial por el receptor.

- El control de la respuesta celular por moléculas con accién opuesta a la
respuesta inicial.

- Control extracelular por la disponibilidad del factor de crecimiento que es
atrapado en la matriz extracelular [81].

Entre los factores de crecimiento mas promisorios en la regeneracién tisular se
encuentran:

La familia de PDGFs

La familia de PDGFs (por sus siglas en inglés platelet derived growth factor) es
probablemente uno de los sistemas de factores de crecimiento mejor
estudiados. La familia PDGF consta de cuatro miembros; los clasicos PDGF-
Ay PDGF-B, pero también los novedosos PDGF-C y PDGF-D.
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PDGFA: Se encuentra ubicado en el cromosoma 7, con un tamafo promedio de
23,411 base y con un peso de 24043 Da. Juega un papel esencial en la regulacién
del desarrollo embrionario, la proliferaciéon celular, la migracion celular, la
supervivencia y la quimiotaxis. Potencial mitbgeno para células de origen
mesenquimatoso. Se requiere para la formacion normal del tabique alveolar
pulmonar durante la embriogénesis, el desarrollo normal del tracto gastrointestinal,
el desarrollo normal de las células de Leydig y la espermatogénesis. Requerido
para el desarrollo normal de oligodendrocitos y la mielinizacion normal en la
meédula espinal y el cerebelo. Juega un papel importante en la curacion de heridas
[82].

PDGFB: Se encuentra ubicado en el cromosoma 22, con un tamafio promedio de
21,594 bases y con un peso de 27283 Da. Juega un papel esencial en la
regulacion del desarrollo embrionario, la proliferacion celular, la migracién celular,
la supervivencia y la quimiotaxis. Mitdgeno potente para células de origen
mesenquimatoso. Se requiere para la proliferacion y el reclutamiento normales de
pericitos y células vasculares del masculo liso en el sistema nervioso central, la
piel, los pulmones, el corazén y la placenta. Necesario para el desarrollo normal
de los vasos sanguineos y para el desarrollo normal de los glomérulos
renales. Juega un papel importante en la curacién de heridas [82, 83].

PDGFC: Se encuentra ubicado en el cromosoma 4, con un tamafio promedio de
210,941 bases y con un peso de 39029 Da. Juega un papel esencial en la
regulacion del desarrollo embrionario, la proliferacion celular, la migracion celular,
la supervivencia y la quimiotaxis. Potencial mitdgeno y quimioatrayente para
células de origen mesenquimatoso. Requerido para la formacion normal del
esqueleto durante el desarrollo embrionario, especialmente para el desarrollo
normal del esqueleto craneofacial y para el desarrollo normal del
paladar. Requerido para la morfogénesis normal de la piel durante el desarrollo
embrionario. Desempefia un papel importante en la curacién de heridas, donde
parece estar involucrado en tres etapas: inflamacién, proliferacion vy
remodelacion. Desempefia un papel importante en la angiogénesis y el desarrollo
de vasos sanguineos. Participa en procesos fibréticos, en los que se produce la
transformacién de fibroblastos intersticiales en miofibroblastos mas depdsito de
colageno [82, 84-87].

PDGFD: Se encuentra ubicado en el cromosoma 11, con un tamafio promedio de
257,194 bases y con un peso de 42848 Da. Juega un papel esencial en la
regulacion del desarrollo embrionario, la proliferacion celular, la migracién celular,
la supervivencia y la quimiotaxis. Potencial mitdgeno para células de origen
mesenquimatoso. Juega un papel importante en la curacion de heridas. Induce el
reclutamiento de macrofagos, aumento de la presion intersticial y maduracion de
los vasos sanguineos durante la angiogénesis. Puede iniciar eventos que
conducen a una glomerulonefritis proliferativa mesangial, incluida la afluencia de
monocitos y macréfagos y la produccion de matriz extracelular [82, 87, 88].
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El PDGF se ha utilizado para mejorar la cicatrizacion de heridas, como es el caso
del PDGF-BB humano recombinante administrado en un hidrogel (becaplermina;
comercializado como RegranexR por Johnson & Johnson) ademas es el factor de
crecimiento topico disponible en el mercado aprobado en 1997 por la FDA para su
uso en la curacién de heridas cutaneas [89]. En modelos animales de curacién de
heridas incisionales, se ha demostrado que el PDGF induce la proliferacién y
diferenciacion de fibroblastos, la deposicion de colageno y la angiogénesis. La
cicatrizacion de heridas se acelera y las heridas cicatrizadas aparecen
microscopicamente normales después del tratamiento [90].

Sustitutos comerciales de piel humana como apdsitos para las heridas

Un apdésito es cualquier producto para cubrir una herida. El desarrollo de apositos
para heridas eficientes para DFUs es un reto sustancial. Un apoésito ideal para una
herida debe ofrecer protecciéon frente a infecciones secundarias, proporcionar un
ambiente humedo en la herida, eliminar los exudados, y promover la regeneracion
de tejidos. Los apositos para heridas podrian estar compuestos de polimeros
naturales, modificados o sintéticos, asi como sus mezclas o combinaciones, y se
pueden procesar en forma de peliculas, espumas, hidrocoloides y los hidrogeles.
Ademas, podrian entregar potenciadores de la curacién y sustancias terapéuticas
(farmacos, factores de crecimiento, péptidos, células madre y/o otras sustancias
bioactivas), ver figura 7 [24].
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Figura 7. Ejemplo de un apésito para DFU. Se muestra un apdsito compuesto de dos
diferentes tipos celulares, queratinocitos y fibroblastos dispuestos en una matriz de
sercina [91].

Algunos de estos apoésitos desarrollados con esta tecnologia se describen a
continuacion:

Apligraf: Consiste en cuatro componentes: la matriz extracelular, fibroblastos
dérmicos alogénicos viables, queratinocitos epidérmicos alogénicos, y un estrato
corneo. La matriz extracelular promueve el crecimiento en las células, proporciona
el andamiaje para la estructura tridimensional de Apligraf, y proporciona la
estabilidad mecanica y la flexibilidad para el producto terminado. Los fibroblastos
dérmicos producen factores de crecimiento para estimular la cicatrizacion de
heridas, contribuir a la formacion de nuevo tejido dérmico, y a mantener la
epidermis suprayacente. Los queratinocitos epidérmicos forman la epidermis, ellos
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producen factores de crecimiento para estimular la cicatrizacion de heridas y lograr
el cierre de la herida bioldgica. El estrato corneo proporciona una barrera natural al
dafio mecanico, infeccion, y la desecacion de la herida [72].

Dermagraf: Es un sustituto humano criopreservado estéril, derivado de
fibroblastos dérmicos generado por el cultivo de fibroblastos dérmicos neonatales
en un andamio de malla de poliglactina bioabsorbible. Dermagraft sélo contiene
fibroblastos dérmicos humanos y sus productos secretados y esta desprovista de
otros tipos de células que se encuentran en la piel (por ejemplo, macréfagos,
linfocitos, células endoteliales, o queratinocitos). Los fibroblastos son de un banco
de células cualificado y han sido ampliamente examinados por agentes
infecciosos. La malla de poliglactina que soporta los fibroblastos ha sido probada y
aprobada para su uso en seres humanos y es un material de sutura utilizado
comunmente [92].

Transcyte: es similar a Dermagraft en el disefio, ya que contiene los fibroblastos
humanos del donante que han crecido en un andamio de poliglactina bioabsorbible
recubierta de colageno porcino, pero posee una membrana de silicona adjunta
para actuar como una barrera temporal. A pesar de que su uso es recomendado
para quemaduras, proporciona una alternativa dérmica y una barrera epidérmica
temporal con utilidad en el tratamiento de DFU [79].

OrCel: es una bicapa de vestir se asemeja a la piel normal. El producto se
compone de colageno tipo | bovino en el que los queratinocitos epidérmicos y
fibroblastos dérmicos, derivadas de tejido de prepucio neonatal de un donante se
cultivan en 2 capas. Los fibroblastos se colocan dentro de la esponja porosa,
mientras que los queratinocitos se siembran en el lado no porosa de la matriz [75].

AlloDerm, GraftJacket, SureDerm: los tres son muy similares,consisten en es
una matriz dérmica humana liofilizada, con membrana basal conservada. Se
incorporan facilmente en la herida y no provocan respuesta inmundgena, ni
rechazo. el AlloDerm es reconocido como reemplazo dérmico y elemento
reconstructor de hernias de pared abdominal, mastectomia subcutanea, rinoplastia
y revascularizacion. El GraftJacket es utilizado para tendones y reparacion de
heridas de extremidades. El SureDerm permite la sustitucion o reparacion de los
tejidos blandos dafiados incluyendo heridas por quemadura y revision de cicatriz
hipertréfica [79]. A pesar de que los tres difieren en el uso, tienen el potencial de
ser aplicados al tratamiento de DFU.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los tratamientos actuales existentes para tratar las DFU no son del todo efectivos,
por lo cual los pacientes no responden de forma satisfactoria a ellos, esto debido a
la coexistencia de diferentes factores como el neuropatico, isquémico e infeccioso,
los cuales se presentan en una combinacion de ellos en los pacientes y es ahi
donde el tratamiento debe actuar y tener efectos benéficos en todos esos factores,
sin embargo en muchos de los casos esto falla, sumando ademés que la DM
provoca alteraciones en las fases de cicatrizacion normal de una herida y el
tratamiento debe redirigirla a un proceso de cicatrizacién adecuado, representa un
gran desafio por lo que sigue generando que las complicaciones de este
padecimiento se sigan presentando como es el caso de las amputaciones de los
miembros inferiores, con el riesgo latente que después de la primera amputacion
se vuelva a presentar otro episodio similar, lo que se traduce en una muy mala
calidad de vida para los pacientes diabéticos y para sus familiares, mientras que
para la sociedad también representa un impacto econémico debido a que gran
parte del presupuesto econdmico es destinado para tratar la DM y sus
complicaciones. Por eso es de gran importancia proponer un tratamiento
novedoso ayudado de la tecnologia y la ingenieria de tejidos.
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JUSTIFICACION

La DM es un grave problema de salud a nivel mundial afectando a mas de 425
millones de personas en el mundo. Teniendo en cuenta que de estos pacientes
diabéticos aproximadamente el 15 — 25% presentaran al menos una ulcera plantar
a lo largo del padecimiento de su enfermedad, derivado de esto el 85 % de las
amputaciones que se realizan son precedidas por una Ulcera diabética, o que
implica un riesgo constante de amputaciones de los miembros inferiores o un
desenlace mas tragico como es la muerte. En México la prevalencia de la
enfermedad segun cifras de ENSANUT 2016 se increment6 del 9.2% en el afo
2012 a 9.4% para el afio 2016. Mientras que en el estado de Zacatecas la DM
tiene una prevalencia de 9.4%.

Tomando en consideracidon el impacto econémico que genera esta enfermedad
s6lo en México se destinan 362,860 millones de pesos, lo cual representa cerca
de 2.25% del PIB. Los costos directos de la enfermedad se estimaron en 179,495
millones de pesos de los cuales el 87% se destina a las principales
complicaciones de la diabetes.

La cicatrizacion y reparacion de las heridas es un proceso dinamico de 4 etapas
donde participan células como los queratinocitos y diversos factores de
crecimiento, teniendo presente que estas etapas se ven alteradas en pacientes
diabéticos y adicionado que los tratamientos actuales para combatir las Ulceras del
pie diabético no son del todo efectivos, hace necesario desarrollar nuevos
tratamientos més eficaces contra este padecimiento y mejorar la calidad de vida
de los pacientes con este padecimiento ayudados de las nuevas tecnologias y de
la ingenieria de tejidos.
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HIPOTESIS

La utilizacién de un implante 3D construido por queratinocitos embebidos en una
matriz extracelular, y adaptado al sitio de la lesidén favorecera la cicatrizacion y
restablecimiento de las lesiones tisulares, representando asi un potencial
tratamiento contra el sindrome del pie diabético.
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OBJETIVOS

Objetivo general.

Desarrollar y evaluar un implante en 3D con utilidad potencial para el tratamiento
de lesiones tisulares construido a partir de queratinocitos incluidos en un andamio
de biomateriales que le brinde soporte, proteccion y le facilite la adhesion al sitio
de la lesion tisular y permita la reparacion de tejidos.

Objetivos especificos.
1.- Aislar, caracterizar y cultivar queratinocitos de rata.
2.- Seleccionar la matriz adecuada para utilizar en el implante.
3.- Evaluacion in vivo del efecto del implante desarrollado en un modelo murino.

4.- Evaluacion funcional del implante desarrollado.
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ESTRATEGIA GENERAL

cultivar

Aislar, caracterizar
y cultivar Digestion
queratinocitos de enzimética

rata y
g explantes
X biopsia
~ S
A . “‘»
Anilisis estadistico ESIG.\HP[H[

!

|7 ratas macho
Sprague Dawley
de 12-14 semanas
de edad

il
desarrollado en un

Evaluacion in vivo del
efecto del implante

modelo murino.

Caracterizar CDs

B y keratinas

Seleccionar la matriz
adecuada

Placa 96 pocillos

Generacion del

implante

Figura 8. Estrategia general. se muestra la estrategia general, etapas principales y
técnicas empleadas durante el estudio.
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MATERIAL Y METODOS
Obtencién de las muestras de tejido animal

Las muestras recolectadas de animales fueron tomadas de ratas macho de la
cepa Sprague Dawley provenientes del Bioterio de ENVIGO (Harlan), de 12-14
semanas de edad y con un peso promedio de 320 gramos. Las biopsias tomadas
correspondieron a piel de espesor completo del cuadrante superior derecho de la
oreja de aproximadamente 3 x 9.5 mm, estas se tomaron mediante unas pinzas
especiales (Pinzas para biopsia Tischler) para la toma de biopsias. Una vez
obtenidas las biopsias se colocaron en tubos de 2 ml que contenia buffer de
fosfatos (PBS, pH 7.4) y se mantuvieron en refrigeracion a 4°C hasta su uso, no
mayor a 24h posteriores a su obtencion.

Preparacion de Medios de Cultivo e Insumos

Preparaciéon de suero fetal bovino quelado sin Calcio (Ca?).

Para un volumen de 100 ml. Se utilizé la resina Chelex-100 (Bio-Rad, Cat. No.
142-1253) al 20% para su preparacion. Se pesaron 20g de la resina y se adiciono
a 100mL de agua destilada. Luego de esto, se dej6 agitar durante 1 hora en
plancha agitadora donde se iba ajustando a pH 7.4 con HCI concentrado. Pasado
el tiempo, se llevé a filtracion por gravedad con papel filtro Whatman No. 1. Se
elimind el filtrado y la suspensiéon de resina se adiciondé a 100mL de suero fetal
bovino y se dej6 agitar suavemente durante toda la noche a 4°C. Después, se filtré
primero a gravedad con papel filtro Whatman No. 1 estéril. Aqui, se descart6 la
suspensién de la resina sobrante en el papel filtro. Luego, se realizdé una segunda
filtracion con un embudo de polisulfona (previamente esterilizado) con una
membrana estéril con tamafio de poro de 0.22 um y se alicuot6 en tubos Falcon
estériles de 15mL y se almacenaron a -20°C.

Preparacion de Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (DPBS) sin Ca?*

Se utiliza un sobre de DPBS (Cat. No. D5773 Sigma-Aldrich) para preparar 1 L de
solucién. Este DPBS esta formulado para contener 9.6 gramos de polvo por litro
de medio. Se disolvio el sobre de DPBS en 1 litro de agua des ionizada, una vez
disuelto se esterilizo, se dejo enfriar y se almaceno a 4°C.

Preparacion del medio Lonza (Cat. No 00195130) KBM Gold Keratinocyte
Growth Basal Medium, Calcium and Phenol Red Free

Para la preparacién de una alicuota de 20 ml de medio Lonza, se le agregaron:

Hidrocortisona: 20 pl
Transferrina: 20 pl
Epinefrina: 10 pl
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GA: 20 ul
BPE: 80 pl
hEGF: 20 ul
Insulina: 20 pl

Se mezclaron en 20 ml de medio KBM Gold Keratinocyte Growth Basal Medium,
Calcium and Phenol Red Free, y se almacenaron a 4°C hasta su utilizacion.

Solucion de Tripsina 0.25% EDTA 0.53mM

Para preparar una alicuota de solucion de Tripsina 0.25% EDTA 0.53mM. Se
pesaron 37.5 mg de tripsina, se le adicion6 15 mg de glucosa y 79.5 pl de EDTA al
100 mM, se mezclaron y se filtraron en un acrodisco de 0.22 yM y se almacenaron
a -20°C hasta su utilizacion.

Cajas de Cultivo con solucion de Coladgeno

Para preparar una solucion de 5 ml de colageno, se pesaron 0.5 mg de colageno
(Cat. No C7661 Sigma-Adrich®) y se disolvieron en 5 ml de &cido acético al 0.1M,
luego se cubrieron las cajas de cultivo, se dejaron secar por 1 hora a temperatura
ambiente y se retiré el excedente.

Cajas de Cultivo con solucion de Fibronectina

Para la preparacion de una solucién de 1 ml de fibronectina (Cat. No. F2518
Sigma-Adrich®)., se disolvié 50 ul de fibronectina en 950 ul de PBS estéril, luego
se cubrid la superficie de la caja de cultivo y se dejaron secar durante 45 min a
temperatura ambiente, y se removio el exceso de fibronectina.

Aislamiento y cultivo de queratinocitos

El procedimiento para el aislamiento y cultivo de queratinocitos epidérmicos se
llevé a cabo dentro de una cabina de flujo laminar nivel Il, mediante una técnica de
digestion enzimatica y explantes, se procedid a lavar la biopsia con Isodine
(lodopovidona) durante 1 minuto, alcohol etilico al 70% durante 1 minuto y
finalmente un lavado con buffer de fosfatos (PBS, pH 7.4), para eliminar la
contaminacion microbiana (hongos y bacterias). Después a las biopsias se les
retiro parte de la hipodermis y pelo con la ayuda de pinzas de diseccion y bisturi.
Una vez realizado este procedimiento los tejidos se colocaron en una solucion de
medio KBM-Gold ™ Keratinocyte Basal Medium - Gold without Ca (Lonza) y
dispasa Il (Sigma Aldrich) a una concentracién de 4mg/ml, durante una hora a
37°C en una incubadora. Al cabo de este tiempo en una caja de Petri previamente
esterilizada se separd la dermis de la epidermis con ayuda de pinzas de diseccién
estériles, luego la epidermis se cortd en trozos pequefios de aproximadamente
3x3 mm y se pasaron a tubos de 2 ml con una solucion de tripsina 0.25% (Sigma
Aldrich) con EDTA 0.53mM durante 15 min en agitacion constante mediante un
agitador a 75 rpm. Transcurrido este tiempo los tejidos se lavaron con suero fetal
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bovino (Gibco®, Grand Island, NY, USA) y DMEM al 10% para inactivar la accion
de las enzimas y se procedié a dejar los explantes en placas de cultivo de 96
pozos (Corning™), ahi se mantuvieron por un tiempo de 10 min, tiempo necesario
para que el explante se adhiera a la placa de cultivo, después se le agrego 100uL
de medio de queratinocitos KBM-Gold™ Keratinocyte Basal Medium - Gold without
Ca (Lonza) suplementado con antibiético Penicilina/Estreptomicina (Gibco®,
Grand Island, NY, USA). Los queratinocitos se dejan en cultivo hasta el dia que se
van a utilizar en condiciones de cultivo, 5% CO2, 95% de humedad y una
temperatura de 37°C.

Aislamiento y cultivo de Fibroblastos

Para el aislamiento de fibroblastos se utiliz6 el método de explantes. Se hicieron
cortes del tejido conectivo aislado de la oreja, de aproximadamente 1 mm?, se
colocaron en cajas de cultivo de 35 mm, a una distancia de 0.5 cm entre ellos, se
dejaron secar por 10 minutos y una vez adheridos al plato se afiadio 1 ml de
medio DMEM. Se incubd a 37°C en las condiciones establecidas hasta obtener
una monocapa de células. El medio se cambidé 2 veces por semana. Para los
subcultivos o pasajes se pasaron las células a frascos de cultivo de 25 cm? una
vez confluentes se congelaron 2 viales y se almacenaron en nitrégeno liquido.

Caracterizacion de las células aisladas

Para la caracterizacion de las células aisladas se disefiaron primers para
queratinocitos, quienes expresan diferentes marcadores llamados queratinas, se
utilizé PCR convencional y PCR cuantitativa en tiempo real, los primers utilizados
son los siguientes:

Tabla 3. Lista de primers utilizados.

Gen Primer Secuencia (5'->3") Tm | Tamafo
(°C) del
amplicon

KRT14rn | Forward GGATGCTCACCTTTCATCTGC 61 88 pb
Reverse GTTGGTGGAGGTCACATCTCT 61

KRT1rn Forward TTCATCGACAAGGTGCGCTT 60 149 pb
Reverse TCCACTTGCCTCCTGAGGTT 60

KRT15rn | Forward GGCCAGGATGCTAAGATGGC 60 114 pb
Reverse | TTTTCCGTCGACCGATTCCTCCA | 60

KRT5rn Forward AGGGCACCAAGACCATAAAGC 60 149 pb
Reverse CTTGTAGTCCTCCACCAGATCC 60

GAPDHrn | Forward TGCAGTGCCAGCCTCGTCCC 60 63 pb
Reverse TACGGCCAAATCCGTTCACA 60

ActBrn Forward TCGTGCGGGATGTCAAAGAA 60 158 pb
Reverse GGCTTCTGGGCATCGAAAAC 60

B2mrn Forward GTGCTTAGCAGCCTAGCAGT 60 184 pb
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Reverse GATGAAAACCGCACACAGGC 60

CD34rn Forward GGGAGCCACCAGAGCTATTC 60 147 pb
Reverse ATAAGGGTCTTCACCCAGCC 60

CD37rn Forward CCCATATATACCGTGAGGGC 60 109 pb
Reverse AAGCCGAGCTCAAGAAGACC 60

CD63rn Forward ACATCACTGTGGGCTGTGGA 60 138 pb
Reverse | CCTCCACAAAAGCAATGCCC 60

PCR convencional

Para la caracterizacion por PCR convencional se utilizaron las siguientes
condiciones de termociclado: 94°C durante 30 segundos, 60°C durante 30
segundos, y 72°C durante 15 segundos, durante 35 ciclos. De los reactivos se
utilizaron: Master Mix (2X) (Promega®), Primer Forward 5uM, Primer Reverse
5uM, cDNA 50ng/uL y H20, en un volumen final de 10uL.

PCR cuantitativa en tiempo real

Se realiz6 una PCR cuantitativa en tiempo real (QPCR) para medir la expresion
génica mediante cuantificacion relativa por el método Sybr Green, para ello se
utilizaron los siguientes reactivos: Sybr Green 2X, Primer Forward 0.2uM, Primer
Reverse 0.2uM, cDNA (100 ng totales) y H20, en un volumen final de 20uL. Todos
los ensayos se hicieron por duplicado..

Preparacién de las matrices

Se evaluaron 6 matrices, las cuales fueron: Gelatin methacrylate (GelMA Sigma-
Adrich®) al 5 y 10%, Poli (D, L-lactido-co-glicolido) (PLGA Sigma-Adrich®.) al
10%, Gelatin 5% Sigma-Adrich®, Pluronic F127 Sigma-Adrich®, Alginato al 2%
Sigma-Adrich®. La forma en la que se prepararon se describe a continuacion:

Preparaciéon de Gelatin methacrylate (GelMA) al 5%

1.- Se prepar6d Lithium phenyl-2,4,6-trimethylbenzoylphosphinate (LAP) al 0.5%
p/v, manteniéndolo en agitacion en PBS a 60 °C, hasta que todo el LAP se
disolvio.

2.- Se preparé GelMA al 5% p / vy se agrego a la solucion del paso 1. Se mezclo
a 60 °C hasta que se disolvié GelMA.

3.- Se calentod la solucion del paso 2 a 60 °C y se filtré con un filtro de jeringa de
0.45 pm en condiciones estériles.
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4.- Se utilizé la solucion en una mezcla con células, para ello se dej6é enfriar la
solucién del paso 3 a 37 °C, luego se mezcld con la suspension celular deseada
en un recipiente esteéril.

Preparacion de Gelatin methacrylate (GelMA) al 10%

1.- Se prepard LAP al 0.5% p/v y se mezclé en PBS a 60 °C, hasta que todo el
LAP se disolvio.

2.- Se preparo GelMA al 10% p/v y se agreg0 a la solucion del paso 1. Se mezclé
a 60 °C hasta que se disolvié GelMA.

3.- Se calentd la solucién del paso 2 a 60 °C y se filtré con un filtro de jeringa de
0.45 pm en condiciones estériles.

4.- Se utilizé la solucion en una mezcla con células, para ello se dejé enfriar la
solucion del paso 3 a 37 °C, luego se mezcld con la suspension celular deseada
en un recipiente estéril.

Poli (D, L-lactido-co-glicélido) (PLGA) al 10%

Se prepararon 0.5ml de PLGA al 10%, para ello se pesaron 50 mg de PLGA y se
disolvié en cloroformo en constante agitacion a 60°C por 1 hora para favorecer su
disolucién, luego se dej6 evaporar el solvente para la formacién del hidrogel.

Gelatina 5%

La gelatina se prepar6 en formulaciones de 5% (p/v), para ello se pesaron 0.25g
de gelatina y se le agregaron 5 ml de agua destilada en agitacibn magnética
constante, para favorecer su disolucion la solucion se calienta a 60°C, luego se
dej6 enfriar a temperatura ambiente y se filtré con un filtro de jeringa de 0.45 um
en condiciones estériles.

Pluronic F127

Este hidrogel ya viene preparado y listo para usarse, solo debe mantenerse a 4°C
para preservarlo de forma liquida y calentarlo a 37°C cuando se va a utilizar con
células.

Alginato al 2%.

Se prepar6 un hidrogel de alginato al 2% p/v, pesando 20 mg de alginato que se
disolvieron en 1 ml de agua destilada, agitando magnéticamente durante 1 hora. El
resultado es una solucion homogénea, viscosa y amarillenta. Al mismo tiempo se
preparé una solucion de Cloruro de Calcio (CaCl2) 50mM, pesando 275mg de
CaCl2 y se disolvieron en 50 ml de agua destilada. Para la reticulacion de las

44



cadenas de alginato de inyecta la solucion de alginato al 2% en 25 ml de la
solucién de CaCl2 mediante una pipeta de plastico y se deja reticular durante 30
minutos.

Nota: la reticulacion del alginato se da de manera instantanea en cuanto entra en
contacto con la solucion de CaClz.

Evaluacion de las propiedades fisicas de las matrices

Para observar el comportamiento de las matrices a diferentes condiciones se
evaluaron las matrices preparadas a diferentes temperaturas y concentracion.

Se prepararon las matrices de acuerdo a lo descrito anteriormente y se evaluaron
a diferentes temperaturas, el gel preparado se paso6 a tubos de 2 ml que contenia
PBS, luego se le realizaron las siguientes evaluaciones:

Se evaluaron las matrices después de 24 h a 37°C
Se evaluaron las matrices después de 24 h a 4°C
Se evaluaron las matrices después de 24 h a temperatura ambiente (20-25°C).

Prueba de hinchazdén

El comportamiento de hinchamiento de las matrices secas se determind
sumergiendo completamente las muestras de matrices secas en solucion salina
tamponada con fosfato (PBS) (pH = 7,4) a4 + 1 ° C durante 24 h. La relacion de
hinchamiento (SR) se calcul6 mediante la ecuacion:

Ww—Wd

SR=—%73

Donde Ww y Wd son los pesos de las matrices en el estado de hinchamiento y en
el estado seco, respectivamente. Se hicieron geles de 1 x 1 cm por triplicado, las
mediciones se realizaron a temperatura ambiente.

Cultivo de Queratinocitos de rata en matrices

Para observar la mejor forma de cultivar queratinocitos, se utilizaron 2 formas
principales, la primera fue resuspender las células con la matriz y luego se reticulo
durante 80 segundos con una lampara de luz UV, la segunda forma fue reticular la
matriz en la placa de cultivo durante 80 segundos con una lampara de luz UV y
luego sembrar las células en la superficie de la matriz, esto se analiz6 mediante un
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ensayo de viabilidad. La densidad celular utilizada fue de 50,000 células por pozo
en una placa de 96 pozos.

Ensayo de viabilidad celular

El ensayo de viabilidad celular se realizé de acuerdo al protocolo indicado por el
fabricante AlamarBlue® (invitrogen). El disefio del ensayo se describe a
continuacion:

Se preparan hidrogeles preparados en placas de 96 pocillos por triplicado, y se
mide a los dias 1, 4 y 8. La placa de 96 pozos se acomodoé de la siguiente forma:
columna 1, 3 pozos con la matriz GelMA al 5% reticulada con 50,000 fibroblastos
humanos sembrados en la superficie, columna 2, 3 pozos con la matriz GelMA al
5% reticulada de control negativo (sin células), columna 3, 3 pozos de control
positivo con 50,000 fibroblastos humanos sin la matriz GelMA, columna 4, 1 gel
con 50,000 fibroblastos humanos resuspendidos en la matriz GelMA al 5%, 1 gel
con 100,000 fibroblastos humanos resuspendidos en la matriz GelMA al 5%, 1 gel
con 200,000 fibroblastos humanos resuspendidos en la matriz GelMA al 5% vy
reticulados.

1 2 3 4
; 50,000
Gel de GelMA al 5% con Fibroblastos Eibiblactos
A 50,000 Fibroblastos Gel de GelMA 5% |humanos sembrados ——
humanos sembradosenla sin células. en la superficie sin 5
Ciiberha Matsis resuspendidos en
pertic 1z GelMA al 5%
Gel de GelMA al 5% con Fibroblastos Fié:)oot;gi?os
B 50,000 Fibroblastos Gel de GelMA 5% |humanos sembrados A
humanos sembrados enla sin células. en la superficie sin .
superficie Matriz estispendidasen
B : GelMA al 5%
Gel de GelMA al 5% con Fibroblastos Fiérooot;loaz?os
C 50,000 Fibroblastos Gel de GelMA 5% |humanos sembrados e
humanos sembradosenla sin células. en la superficie sin .
superficie Matriz yesiispendiddsian
" GelMA al 5%

Figura 9. Disefio del ensayo de viabilidad en placa de 96 pozos. Se muestra el disefio
de una placa de 96 pozos para el ensayo de viabilidad en la matriz GelMA al 5%, en ella
se evaluaron la técnica de sembrado en la superficie y la de resuspender junto con la
matriz.

A los dias 1, 4 y 8 se agregan 100 pl de medio + 10 pl de azul alamar, el
sobrenadante se recupera y se mide la absorbancia (530nm) en lector de Elisa. La
medicion de realiz0 4 horas después de haber colocado el reactivo de
AlamarBlue®.
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Viabilidad celular de células en monocapa

Para la viabilidad celular de las células en monocapa se utilizé la técnica de azul
tripan, para ello se resuspendieron las células en 1 ml de medio, se hizo una
dilucion 1:4 de la siguiente manera: células en suspension 10 pl, Azul tripan
(Corning)10 pl y medio de cultivo solo 20 pl, para un volumen total de 40 ul, de
estos se tomaron 10 pl y se colocaron en la cAmara de Neubauer y se contaron 4
cuadrantes, luego se saco el promedio y se determind la viabilidad de acuerdo a la
formula:

Células/ml= (Nimero de células promedio) (1x10%) (Factor de Dilucién)

Desarrollo experimental del modelo de herida

En el experimento se utilizaron 17 ratas macho de la cepa Sprague Dawley de 12-
14 semanas de edad aproximadamente, obtenidas del Bioterio de ENVIGO
(Harlan). Las ratas se dejaron 1 semana para su aclimatacién luego fueron
alojadas en cajas individuales con agua y comida ad libitium, con ciclos de luz y
oscuridad de 12 horas y manteniendo un control de humedad y ventilacion
adecuadas. Después se asignaron a 2 grupos experimentales al azar
clasificandose como grupo casos (n=9) y el grupo control (n=8).

El dorso de la rata se depil6 antes del experimento, se anestesié a cada una de
las ratas con Zoletil® 50, aplicandoles una dosis de 0.1 ml a una concentracion de
50 mg/Kg antes de la cirugia. Después se desinfecto el dorso rasurado con
Isodine en espuma (lodopovidona). Posteriormente se fij6 a la piel de cada animal
un dispositivo que evita la contraccion de la herida para que el cierre sea por el
tratamiento y no por contraccion, una vez fijado dicho dispositivo se procedié a
realizar la herida de espesor total de 5 mm de didmetro hasta llegar al paniculo
mediante un biopsy punch (marca) desechable.

Las heridas de ratas en los grupos de casos se dividieron del lado derecho como
matriz + células (100 ul de la matriz GelMA + 20,000 queratinocitos) y del lado
derecho PBS + células (20 pl de PBS + 20,000 gueratinocitos), mientras que para
el grupo control las heridas se dividieron del lado izquierdo como Matriz (100 pl de
la matriz GelMA) y del lado derecho en sin tratamiento como se muestra en la
figura 3. Los animales se sometieron a eutanasia en los tiempos indicados
(después de la cirugia al dia 1, 7 y 14) y se obtuvieron biopsias de la lesién
abarcando la herida total para su posterior analisis histologico.

Para tomar las mediciones y fotografias, los animales fueron anestesiados con

Ketamina a una dosis de 50 mg/kg y Xilazina a una dosis de 5 mg/kg, tanto para
las fotos con cdmara normal, camara infrarroja y microscopio digital.
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N , Modelo Herida

Grupo 1 (casos) I | Grupo 2 (controles) |

- PBS + Células (20 pl | -Matriz (100ul) l | - Sin Tratamiento |
PBS + 20,000

Queratinocitos)

-Matriz + células
(100l Matriz + 20,000
Queratinocitos)

Ring stents

Toma de biopsia

Ring stents

Se recogierony se bisecaron biopsias

Biopsia oreja abarcando los bordes de la herida, alos dias 1,
y procesar por Agregar el 7 y 14 y se embebieron en OCT.
técnica DEy E. tratamiento I
v v { \
\ Comiday agua ad libitium )

H_J

i

HeridaSmmen
ratasSD 12-14

Fotografiasaldia0, 1y cada3erdia
después de la cirugia con camara

digital y de calora 15 cm de la herida.

La tasa de cicatrizacion de la herida
en cada grupo se calculé comola
proporcion del area de heridas
curadasen comparacionconel area
original de la herida.

semanas hastael

paniculo
Medicion aldia0, 1 y cada 3erdia
con vernier.
Anestésicos(Dosis): Se registré el peso de cada rata al
Zoletil (Tiletamina/Zolacepam), 30-50mg/kg dia 0, 1y cada 3er diadespués de la
ketamina (S0mg/ kg) cirugia.

xilazina (5 mg / kg)

Figura 10. Modelo de la herida. Se esquematiza el procedimiento seguido para la realizacion de la herida en el dorso de las ratas,
asi como los tratamientos administrados a cada grupo de animales, de igual forma se muestran los parametros analizados como la
medicién de la herida al dia 0, dia 1 y cada 3er dia después de la cirugia al igual que la toma de imagenes con camara infrarroja y
normal a los mismos dias ya mencionados, de igual forma se llevd un registro del peso de cada animal a los dias sefialados.
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Analisis estadistico

Para el analisis estadistico se utilizé el software Sigma plot v11.0, se realizaron
pruebas t de student para comparar los 4 grupos de tratamiento.
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RESULTADOS
Objetivo 1. Aislar, caracterizar y cultivar queratinocitos de rata.

Los animales utilizados en este protocolo, asi como los procedimientos realizados
fueron manejados conforme a la Norma Oficial Mexicana NOM — 062 — ZOO —
1999. El protocolo se someti6 al comité de ética (nUmero de aprobacion
pendiente)

Se logré obtener biopsias de piel de rata y ratdn, provenientes de oreja, cola y
lomo, de igual forma se obtuvieron biopsias de piel de humano, provenientes de
prepucio, las cuales fueron donadas al laboratorio de medicina molecular, las
caracteristicas de las biopsias obtenidas se describen a continuaciéon en la
siguiente tabla:

Tabla 4. Biopsias obtenidas.

Origen de la Imagen de la biopsia Tamainio final
biopsia
Especie
Cuadros de
aproximadamente
1.5x1.5mm
Oreja
RATON (Mus
musculus)
B
Cuadros de
Cola aproximadamente
1.5x1.5mm
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Dorso

Cuadros de
aproximadamente
1.5x1.5mm

RATA (Rattus
norvegicus)

Oreja

Cuadros de
aproximadamente
1.5x1.5mm

Cola

Cuadros de
aproximadamente
1.5x1.5mm

Dorso

Cuadros de
aproximadamente
1.5x1.5mm

RATA RECIEN
NACIDA

Dorso

Cuadros de
aproximadamente
1.5x1.5mm
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Cuadros de
aproximadamente
1.5x1.5mm

HUMANO

(Homo sapiens) Prepucio

Para el aislamiento de queratinocitos, se tuvo que estandarizar la técnica, para ello
se evaluaron diferentes tipos de células, los cuales se describen a continuacién en
la siguiente tabla: se usaron gueratinocitos humanos como control de la técnica,
los cuales lograron proliferar, sin embargo los pasajes no fueron eficientes, por lo
cual se decidi6 a descongelar el vial 2 y 3 de ATCC para ver el problema de los
pasajes, el resultado fue el mismo las células crecen sin embargo al hacerles el
pasaje no resulta eficiente. Por tal motivo se decidieron evaluar 2 lineas celulares
del banco de células del laboratorio de medicina molecular para ver si habia
problemas con las células guardadas. Las células Hep-G2 (Hep G2 [HEPGZ2]
(ATCC® HB-8065)) y Fibroblastos (Primary Dermal Fibroblast Normal, Human,
Neonatal (HDFn) (ATCC® PCS-201-010)) crecieron con normalidad y se lograron
los pasajes, esto descartaba el problema relacionado con el banco de células.

Tabla 5. Experimentos control.

Experimento Resultado

Cultivo de queratinocitos .
humanos como control. @)

Vial 1 de ATCC

Dia 7, Microscopio optico, 10X Dia 20, MO 10X
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Cultivo de queratinocitos
humanos como control.
Vial 2y 3 de ATCC

Dia 7, Microscopio optico, 10X Dia 200, MO 10X

Cultivo de Fibroblastos
para verificar la
viabilidad del banco de
células del laboratorio.

Cultivo de Hep G2 para
verificar la viabilidad del
banco de células del
laboratorio.

Dia 4. MO, objetivo 10X Dia 14. MO, objetivo 10X

Una vez descartado el problema con el banco de células, se procedié a realizar
diferentes experimentos con biopsias de oreja, cola y dorso de rata, raton y una
biopsia de prepucio humano, al igual que se probaron diferentes condiciones tanto
de medios de cultivo diferentes, asi como cajas de cultivo cubiertas con proteinas
de la matriz extracelular como fibronectina y colageno, de igual forma se evaluaron
la técnica con explantes y la de digestion enzimatica. Los resultados obtenidos se
describen en la siguiente tabla:

Tabla 6. Experimentos con diferentes condiciones de cultivo.
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Técnica | Recubrimiento Medio de Confluencia Observaciones
cultivoy
suplementos
Expléntes Keratinocyte
S Growth Kit 10-15% No prolifero
*
cola (ATCCY)
Explantes Keratinocyte
Fibronectina Growth Kit 15% No prolifero
cola (ATCC?)
Digestion Keratinocyte
enzimatica | --------m-m-m-e-ee- Growth Kit 15% No prolifero
(DE) cola (ATCCH)
Digestion Keratinocyte
enzimatica Fibronectina Growth Kit 15-20% No prolifero
cola (ATCC™)
Keratinocytes
Digestion Growth kit
enzimatica Colageno (ATCC*) + No prolifero
cola SBF 10% sin
Ca2+
Keratinocytes
Digestion Growth kit
enziméatica Colageno (ATCC*) + No prolifero
cola SBF 10% sin
Ca?" +EGF
Digestion DMEM SIN Ca
enziméatica Colageno + BPE + EGF No prolifero
cola + SBF10%
Digestion Keratinocytes
enzimatica Fibronectina Growth Kit No prolifero
cola (ATCC*) +

SBF 10% sin
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Ca**+EGF

Keratinocytes

Digestion Growth kit
enziméatica Fibronectina (ATCC*) + No prolifero
cola SBF 10% sin
Ca?"+EGF
Digestion Colageno DMEM SIN Ca
enziméatica Fibrogectin{;\ + BPE + EGF No prolifero
cola + SBF10%
Oreja Ratén | -----------=-=mmmnm- KBM-Gold ™ No prolifero
en caja de
35 mm. DE
Oreja dorso | ---------=-=--=----- KBM-Gold ™ No prolifero
Raton en
caja de 35
mm. D.
Oreja, cola | ---------------mmmm- KBM-Gold ™ No prolifero
y dorso en
caja de 35
mm. DE
Orejay | ----=-=-mmmmmmmmmee- KBM-Gold ™ No prolifero
dorso de
raton sin
grasa. DE.
8 ratones 1 | -----------m-mmmmmmn KBM-Gold ™ | —-mmmmemmmmeeeeee- No prolifero
dia de
nacidos.
DE.
Prepucio | -------------m----—- KBM-Gold ™ No prolifero
caja de 12
pozos. E
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2 orejas de
rata, caja de
35 mm. E.

KBM-Gold ™

10%

Dia 3, 10 X, se
observan
gueratinocitos.

Orejay
lomo ratén
DE, para
estandarizar
la dispasa.

KBM-Gold ™

No prolifero

Orejay
lomo de
raton. E,
para
estandarizar
la dispasa.

KBM-Gold ™

No prolifero

Lomo de
raton en
tripsina 24 h

KBM-Gold ™

No prolifero

Oreja de
raton en
tripsina 24 h

KBM-Gold ™

No prolifero

10 orejas de
rata en. E.
placa de 96
pozos

KBM-Gold ™

20%

Dia 3, 10 X
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Oreja de KBM-Gold ™ 20%
rata placa
de 96
pozos.
Explante

Oreja de KBM-Gold ™ 20%
raton
Explante
placa de 96
pozos.

Se logré la estandarizacion de la técnica para el aislamiento de cultivo de
queratinocitos, usando dispasa Il (Sigma Aldrich) y tripsina 0.25% (Sigma Aldrich)
con EDTA 0.53mM combinada con el método de explantes, se establecio el
tiempo necesario para que la dispasa Il actué sobre el tejido que fue de 1 hora,
mientras que para la tripsina 0.25% el tiempo estandarizado fue de 15 minutos en
agitacion a 75 rpm, de igual forma el tiempo en que el explante se adhiere a la
placa de cultivo fue estandarizada dando un tiempo de 10 minutos. Todo en medio
KBM-Gold™ (Keratinocyte Basal Medium - Gold without Ca de Lonza). Los
gueratinocitos obtenidos mediante esta técnica se pudieron mantener durante 4
dias en monocapa. En la Figura 11 se muestran el resultado de los queratinocitos
de rata obtenidos.
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Figura 11. Cultivo de queratinocitos. 11 a. Se muestran queratinocitos obtenidos de
oreja de rata en medio KBM-Gold ™ Keratinocyte Basal Medium - Gold without Ca
(Lonza). Dia 3 de cultivo, se observan las colonias caracteristicas de los queratinocitos
vistos bajo el microscopio de campo claro a un objetivo de 5 X. Figura 11b. Imagen de
abajo. Cultivo de queratinocitos. Se muestran queratinocitos obtenidos de oreja de rata
en medio KBM-Gold ™ Keratinocyte Basal Medium - Gold without Ca (Lonza). Dia 5 de
cultivo, se observan las colonias de queratinocitos confluentes tras 5 dias de crecimiento,
vistos bajo el microscopio de campo claro a un objetivo de 5 X.
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Para la caracterizacion de queratinocitos se realiz6 una PCR convencional,
obteniendo los resultados de la figura 12.

(-)GAPDH P2m ActB  KI K5 KI4 KI5 cD34 CD37 CDé3

Figura 12. Caracterizacion de queratinocitos. Se caracterizaron mediante una PCR
convencional en un gel de agarosa al 2%, con un marcador de 50 pb.

Los resultados de la PCR de los diferentes genes se expresan en la siguiente
tabla:

Tabla 7. Resultados de la caracterizacion de queratinocitos de acuerdo a la literatura y a
lo experimental.

+ + + 4+ + + + - -

Resultado +
literatura

Resultado + + + + + + + + o o
experimental

Objetivo 2. Seleccionar la matriz adecuada para utilizar en el implante.

Se logré seleccionar la matriz adecuada para generar el implante, la cual fue
GelMA al 10%. Se trabajé con 6 matrices diferentes, de las cuales se buscaban
ciertas caracteristicas especiales para poder ser utilizadas en el implante entre
ellas se buscaba que la matriz sea biocompatible con las células, que se pueda
manipular y no se degrade antes de que cumpla su funcion la cual es darle
soporte, proteccion y hacer que los queratinocitos se adhieran al sitio de la lesion.
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Para ello primero se prepararon las matrices y se evaluaron a diferentes
condiciones de temperatura entre las cuales se incluyeron 4°C, temperatura
ambiente (20-25°C) y a 37°C, los resultados obtenidos fueron que las matrices
GelMA al 5% y GelMA al 10% asi como alginato al 2% se mantuvieron en estado
sélido a las tres temperaturas evaluadas, mientras que las matrices PLGA 10% se
mantuvo liquido a temperatura ambiente y a 4°C y a 37°C cambio a ser un liquido
mMAas viscoso, la gelatina al 5% a temperatura ambiente se encuentra en estado
liguido cambiando a solido a 4°C y volviendo a ser liquido a 37°C y por ultimo el
pluronic F127 pasa de ser un liquido viscoso a temperatura ambiente a ser
completamente liquido a 4°C y convirtiéndose en solido a 37°C, dichos resultados
se muestran en la figura 13.

Comportamiento de las matrices a diferentes temperaturas

Solido

Liquido-
Viscoso

Liquido

T. A 4°C 37°C
Temperatura

e==Ge|MA 5% ===GelMA 10% ===PLGA 10% -=Gelatin 5% ===Pluronic F 127 ===Alginato 2%

GelMA 5%
GelMA 10%
PLGA 10%
Gelatin 5%
PluronicF 127
Alginato 2%

Liquido-viscoso

Figura 13. Comportamiento de las matrices a diferentes temperaturas. Se muestra
una grafica donde en el eje de las X se ven las diferentes temperaturas a las cuales
fueron evaluadas las matrices y en el eje de las Y se encuentra el estado que presentan
las matrices, en el cuadro de colores se representa lo mismo de la gréfica, pero de
manera visual con distintos colores.

Hubo 3 matrices que se mantuvieron sélidas, estas fueron con las que se continu6
realizando pruebas, las demas matrices que variaron su estado fisico con el
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cambio de temperaturas PLGA 10%, Gelatina 5% y Pluronic F127 se descartaron.
De las 3 matrices que se seleccionaron GelMA al 5% y GelMA al 10% asi como
alginato al 2% se prepararon 3 geles de cada matriz en un molde de metal de
dimensiones 7x7 mm con 200 pl de matriz, una vez solidificado el gel se colocaron
en tubos de 2 ml y se le agrego 1.5 ml de buffer de fosfatos (PBS, pH 7.4), se
almacenaron a 4°C y las mediciones se realizaron a temperatura ambiente, se les
realizo la prueba de hinchamiento, este resultado se muestra en la figura 14. La
matriz que mostro mejor resultado fue la GelMA al 10%, por lo tanto, fue la matriz
ideal para generar el implante.

Capacidad de hinchamiento
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Figura 14. Capacidad de hinchamiento. Se observa una grafica donde el eje de las X es
el tiempo en el que se evaluaron las matrices seleccionadas a las Oh, 6h, 12h, 18h, 24hy
48 h, el eje de las Y muestra el porcentaje de hinchamiento de cada matriz, se ve que el
alginato al 2% absorbe el liquido en las primeras 12 horas luego a las 24 horas su
capacidad de absorber liquidos es nula pasando a desintegrase antes de las 48 horas,
por otro lado, la GelMA al 5% no tiene capacidad de hinchamiento y comienza a
desintegrarse desde las primeras horas continuando asi durante las 48 horas, la matriz
que mejores resultados fue la GelMA al 10% empezando a absorber liquido a partir de las
6 horas y comenzando a perder esa capacidad hasta las 48 horas, por lo cual es la matriz
seleccionada para utilizar en el implante.

Después de seleccionar la matriz GelMA al 10%, se le realiz6 un ensayo de
viabilidad con azul alamar para ver si dicha matriz es biocompatible con la vida
celular, también se utilizO este ensayo para determinar la forma en que los
gueratinocitos se van a agregar al implante, se probaron 2 métodos, el primero fue
sembrar las células en la superficie del gel, el segundo método fue resuspender
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las células junto con el gel y después llevar a cabo la reticulacion, el resultado que
arrojo mejor viabilidad fue resuspender las células (50,000 células/ 0.32cm?) junto
con la matriz y luego reticular, los resultados se muestran en la figura 15.

viabilidad (%)

120

107.9 1063
100
100
80 75.5
66.6 65.2
60
40
20
0
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Figura 15. Ensayo de Viabilidad celular. Se utilizaron Fibroblastos humanos para este
ensayo, se prepar0 en una placa de 96 pozos, una vez que llego a la confluencia
adecuada se agrego el azul alamar y se determiné la absorbancia, usando una formula se
saca el porcentaje de viabilidad donde se observa que las muestras resuspendidas con la
matriz arrojan porcentajes de viabilidad mas altos comparados con las muestras
sembradas en la superficie. MS= muestra sembrada en la superficie del gel, MR= muestra
resuspendida en el gel.

Objetivo 3. Evaluacién in vivo del efecto del implante desarrollado en un
modelo murino.

Una vez estandarizado el cultivo de queratinocitos y haber seleccionado la matriz
adecuada para generar el implante el siguiente objetivo era probar el implante en
un modelo murino de herida de piel, en el cual se utilizaron 17 ratas Sprague
Dawley, uno de los pardmetros evaluados fue el peso de las ratas, se comprobo
mediante un andlisis estadistico que no hay diferencias significativas en los pesos
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de los animales, arrojando asi una similitud en ambos grupos de tratamiento. Los
resultados se muestran en la figura 16 y tabla 3.

Pesos de las ratas a traves del tiempo

350

—@— Casos (Matriz + Células y PBS + Células)
—w— Controles (Matriz y Sin Tratamiento)
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Figura 16. Pesos de las ratas a través del tiempo. Se muestra el comportamiento del
peso de los animales a través del tiempo que dura el experimento, se observa que el
grupo de los casos pesa al inicio 325 g aproximadamente luego al dia 3 hay una
disminucién del peso por debajo de los 320 g y a partir de ahi empiezan a ganar peso los
animales llegando a los 345 g aproximadamente. El grupo de los controles muestra en
patron idéntico al grupo de los casos. En el eje de las X se grafica el tiempo en dias y en
el eje de las Y el peso en gramos.

Tabla 8. Comparacion de los pesos de las ratas a través del tiempo.
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Comparacion de pesos de las ratas (g)
Dia Casos
Controles (n=8) P value
(n=9)
0 325.856 +23.749 310.9 £ 30.213 0.271
1 325.944 +22.689 306.938 +30.193 0.160
3 317.917 £29.083 * 301.417 £37.242 * 0.412
3 317.817 £28.228 * 302.583 £35.142 * 0.427
7 320.767 £30.056 * 304.583 £39.350 * 0.442
3 328.500 ** 308.800 ** 1.000
11 332.250 £ 32.880
333.267 £26.670 ** el 0.972
13 338.250 +30.052
336.500 +26.043 ** — 0.949
14 345.000 +33.941
340.000 £31.193 ** wEE 0.876
= *=§oo=3 ***=)

Se grafico el cierre de heridas a través del tiempo para ver el comportamiento de
cada uno de los grupos evaluados, se encontré que el tratamiento matriz + células
tiene un comportamiento muy parecido con el grupo sin tratamiento con el cierre
total de la herida a los dias 13 y 14, mientras que para el resto de los tratamientos
matriz sola y PBS + células a los 14 dias aun no ha sanado la herida, indicando
que el tratamiento matriz + células ayuda a la cicatrizacion de heridas. Los
resultados se muestran en las figuras 17 y 18.
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Herida (mm)

Herida (mm)

Matriz + Células

Tiempo (Dias)

Matriz
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PBS + Células

Herida (mm)
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Sin tratamiento

0 2 B 6 8 10 12 14
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Figura 17. Cierre de heridas a través del tiempo de los 4 tratamientos. Se observa el
comportamiento de cada uno de los tratamientos evaluados en las ratas, Matriz + células,
PBS + células, Matriz y sin tratamiento, a lo largo de los dias de evaluacion.
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Cierre de herida de los grupos

5 =
—@— Matriz + Células
—y— PBS + Células
—4A— Matriz
4 A —8— Sin Tratamiento
&
E 3-
©
S
o)
a 2
1 -
0 T T

Tiempo (Dias)

Figura 18. Cierre de herida de los grupos de tratamiento a través del tiempo. Se
observa en conjunto los tratamientos observandose que el grupo de matriz + células tiene
un mejor cierre de heridas a partir del dia 7.

Se realiz6é un analisis estadistico de pruebas t comparando cada grupo contra los
demas, se encontro diferencias significativas en los grupos matriz + células vs sin
tratamiento al dia 9 con un valor de P= 0.012, asi como entre el grupo matriz +
células vs PBS + células al dia 9 con un valor de P= 0.041, también hubo
diferencias significativas entre los grupos matriz + células vs matriz al dia 13 con
un valor de P= 0.003, de igual forma se encontré diferencias significativas entre
los grupos PBS + células vs sin tratamiento a los dias 1 y 3 con un valor de P=
0.021 y P= 0.005 respectivamente, finalmente hubo diferencias significativas entre
los grupos PBS + células vs matriz a los dias 1 y 3 con un valor de P=0.029 y P=
0.014 respectivamente, los resultados se muestran en las figuras 19, 20, 21, 22,
23,24y 2512, 13, 14,15,16, 17y 18.
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Matriz + Células VS Sin Tratamiento. Dia 9
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Figura 19. Gréfica de matriz + células vs sin tratamiento dia 9. Se observa la grafica
de barras de los grupos matriz + células vs sin tratamiento dia 9 donde se ve una
diferencia significativa con un valor de P=0.012, asi mismo se observa una imagen digital
del tamafio de la herida para ver de forma visual o que se presenta en la grafica.
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Matriz + Células VS PBS + Células. Dia 9
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Figura 20. Grafica de matriz + células vs PBS + células dia 9. Se observa la grafica de
barras de los grupos matriz + células vs PBS + células dia 9 donde se ve una diferencia
significativa con un valor de P= 0.041, asi mismo se observa una imagen digital del
tamafio de la herida para ver de forma visual lo que se presenta en la grafica.
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Matriz + Células VS Matriz. Dia 13
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Figura 21. Gréafica de matriz + células vs matriz dia 13. Se observa la grafica de barras
de los grupos matriz + células vs matriz dia 13 donde se ve una diferencia significativa
con un valor de P= 0.003, asi mismo se observa una imagen digital del tamafio de la
herida para ver de forma visual lo que se presenta en la gréfica.
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PBS + Células VS Matriz. Dia 1
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Figura 22. Gréfica de PBS + células vs matriz dia 1. Se observa la grafica de barras de
los grupos PBS + células vs matriz dia 1 donde se ve una diferencia significativa con un
valor de P= 0.029, asi mismo se observa una imagen digital del tamafio de la herida para
ver de forma visual lo que se presenta en la gréfica.
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PBS + Células VS Matriz. Dia 3
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Figura 23. Grafica de PBS + células vs matriz dia 3. Se observa la gréfica de barras de
los grupos PBS + células vs matriz dia 3 donde se ve una diferencia significativa con un
valor de P= 0.014, asi mismo se observa una imagen digital del tamafio de la herida para
ver de forma visual lo que se presenta en la gréfica.
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PBS + Células VS Sin Tratamiento. Dia 1
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Figura 24. Gréfica de PBS + células vs sin tratamiento dia 1. Se observa la gréfica de
barras de los grupos PBS + células vs sin tratamiento dia 1 donde se ve una diferencia
significativa con un valor de P= 0.021, asi mismo se observa una imagen digital del
tamafio de la herida para ver de forma visual o que se presenta en la grafica.
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PBS + Células VS Sin Tratamiento. Dia 3
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Figura 25. Gréfica de PBS + células vs sin tratamiento dia 3. Se observa la gréfica de
barras de los grupos PBS + células vs sin tratamiento dia 3 donde se ve una diferencia
significativa con un valor de P= 0.005, asi mismo se observa una imagen digital del
tamafio de la herida para ver de forma visual o que se presenta en la grafica.
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También se midi6 la temperatura mediante una camara térmica infrarroja, al
comparar las temperaturas de los grupos se observa un comportamiento muy
variado de la temperatura a través de los dias como se muestra en la figura 26.

Temperatura de los grupos de ratas
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Figura 26. Gréafica de la temperatura de todos los grupos de tratamiento. Se observa
una variacion en todos los dias del experimento, sin embargo se ve un patrén similar entre
los grupos de matriz + células y PBS + células y otro patrén similar entre los grupos matriz
y sin tratamiento.

Mediante un andlisis estadistico se encontr6 que hubo diferencias significativas
entre los grupos matriz + células vs sin tratamiento al dia 0 con un valor de P=
0.040 y otra diferencia significativa entre los grupos PBS + células vs sin
tratamiento al dia O con un valor de P= 0.009. Estos resultados se muestran en las
figuras 27 y 28.
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Matriz + Células vs Sin Tratamiento. Dia 0
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Figura 27. Gréafica de temperatura de los grupos matriz + células vs sin tratamiento
dia 0. Se observa una diferencia significativa entre ambos grupos con un valor de P=
0.040.
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PBS + Ceélulas vs Sin Tratamiento. Dia 0
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Figura 28. Grafica de temperatura de los grupos PBS + células vs sin tratamiento
dia 0. Se observa una diferencia significativa entre ambos grupos con un valor de P=
0.009.
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DISCUSION

Segun la OMS, la DM es una enfermedad caracterizada por la incapacidad del
cuerpo para metabolizar eficazmente la insulina, esta enfermedad se diagnostica
cuando ya tiene tiempo de evolucién y han aparecido complicaciones. Entre las
principales complicaciones de esta enfermedad se encuentra la retinopatia
diabética, neuropatia diabética, cetoacidosis diabética y pie diabético [93]. El pie
diabético se define como una alteracion clinica de base etiopatogénica
neuropatica e inducida por la hiperglucemia mantenida en la que, con o sin
coexistencia de isquemia, y previo desencadenante traumatico, produce lesion y/o
ulceracion del pie. Su desarrollo suele estar determinada por anomalias
neurolégicas y/o diversos grados de enfermedad vascular periférica, que le
confiere una mayor susceptibilidad a presentar infeccion, ulceraciéon y/o
destruccion de tejidos profundos. Las Ulceras del pie diabético es el principal factor

de riesgo para las amputaciones no traumatica en personas con diabetes [27].

Los queratinocitos, son las células mas abundantes en la piel y son capaces de
secretar diferentes sustancias como queratinas, y otras que estimulan el
crecimiento de las células y la cicatrizacion. Nuestros resultados en el protocolo de
aislamiento de los queratinocitos de piel, al igual que diversos estudios presentan
resultados positivos de obtencion de queratinocitos al utilizar bajas concentracién
de calcio en los medios utilizados [94, 95]. Por otro lado, los queratinocitos se
obtuvieron a partir de una rata adulta, al contrario de Fengwu et al, el cual en su
estudio del 2017 solo los lograron obtener a partir de ratones recién nacidos. Otro
resultado interesante obtenido en la estandarizacion del cultivo de queratinocitos,
fue la modificacion en el tratamiento de los explantes previos al cultivo, mismo que
no se encuentra reportado. Nuestros resultados sugieren que la técnica
combinada de explantes y digestidn enzimatica es efectiva produciendo colonias
de queratinocitos, a diferencia de Fengwu Li, quien solo utiliza el método
enzimatico usando la dispasa Il a una concentracion de 4mg/ml [96], sin embargo
en la parte de la concentracion enzimatica nuestros resultados son similares

usando la misma concentracion de dispasa, lo que varia es el tiempo mientras
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Fengwu Li incuba toda la noche a 4°C, nosotros lo hacemos durante 1 hora a
37°C. Por otro lado, la parte de la técnica de explantes es muy similar a la utilizada
por Dragufiova J, quien reutiliza los sobrantes de la digestion enzimatica con
tripsina para el cultivo de queratinocitos sobre una base de fibroblastos 3T3
tratados con mitomicina [97], la diferencia con el nuestro es que se usa primero la
dispasa para separar la dermis de la epidermis y después se utiliza la tripsina para
liberar las células, después de eso se colocan los explantes en placas de 96 pozos
con Keratinocyte Basal Medium sin calcio y sin ningun tipo de cubierta. A
diferencia de Ling-Juan Zhang que utiliza medio KC basal medium con 0.06 mM
CaCl2 [98]. Y también diferente [99] a otro autor que utiliza keratinocyte serum-
free medium (KSFM) [100]. Sin embargo, se asemeja a los trabajos de varios
autores donde usan el mismo medio que nosotros [101-104].

Las condiciones de cultivo son muy similares entre nuestras condiciones y lo
reportado por varios autores, las cuales son 37°C, 5% CO:2 y medios bajos en
calcio [105-109].

Los queratinocitos expresan diferentes queratinas a través de sus diferentes
estratos, en la capa basal se pueden encontrar K5, K14 y K15, y en los estratos
mas superficiales se pueden encontrar K1 y K10 [110]. A lo cual nuestros
resultados concuerdan con el autor anterior dando positivos en los genes
mencionados. La caracterizacién de queratinocitos se ha realizado con éxito
mediante la técnica de qPCR o PCR cuantitativa en tiempo real, resultando una
forma méas econdmica en cuanto a equipo, reactivos y material utilizado para llevar
a cabo esta técnica en comparaciéon con la citometria de flujo, sin embargo esta
dltima es mas especifica [111]. Por lo tanto, nuestros resultados son validos para
la caracterizacion de los queratinocitos obtenidos en este trabajo y se puede

afirmar que efectivamente corresponden a células de queratinocitos.

Las matrices evaluadas en este trabajo se eligieron debido a sus propiedades y
usos que se le han dado en la literatura, se fueron descartando aquellas que son
recomendadas para implantes de hueso como el Diacrilato de poli (etilenglicol) o
aquellas matrices de sacrificio como es el caso de PCL, hasta llegar a aquellas
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que han sido utilizadas en la curacion de heridas, como Gelatin [112, 113],
Alginato [114, 115], Chitosan [116, 117], Poli (D, L-lactido-co-glicolido. (PLGA)
[118], GelMA [119-121].

Para la seleccion de una matriz, es de vital importancia que sean biocompatibles
con las células, degradables, propiedades que los autores Li, Xiaoming et. al,
mencionan son indispensables para poder ser utilizadas en distintas terapias
acompafiadas con células [77]. Ademas, los autores Xin Zhao y colaboradores,
comentan que dichas matrices deben apoyar la adhesion, proliferacion vy
diferenciacion de queratinocitos y poseer propiedades mecanicas y de
degradacion apropiadas [122]. Lo cual concuerda con nuestros resultados
obtenidos donde se evaluaron 6 matrices y la matriz ideal para el desarrollo del
implante fue GelMA al 5% quien se comport6 de una manera estable a los
cambios de temperatura, manteniéndose siempre sdlida lo cual es importante para
brindar adhesion y proteccién a los queratinocitos. Nuestra matriz GelMA al 5% es
una matriz rigida y no se degrada tan facilmente, lo que le da tiempo a que los
queratinocitos proliferen. Esto se comprobé mediante un ensayo de viabilidad el
cual arrojo resultados de viabilidad por arriba de 90% lo cual concuerda con otros
estudios publicados [121, 123]. Por otro lado, la capacidad de hinchamiento juega
un papel importante en la regeneracion tisular, ya que facilita no solo la unién, sino
que también promueve la migracién de las células dentro de las matrices, mientras
gue el poro se hincha y aumenta de didmetro. Esto ayuda a las células a crecer en
un entorno tridimensional durante el cultivo in vitro, nuestra matriz obtuvo su
méaxima capacidad de hinchamiento a las 24 horas, alcanzando el equilibrio a las
48 horas a diferencia de Lukas Kessler, donde la combinacion de matrices alcanz6
el equilibrio a los 20 minutos [124].

La forma de seleccionar la técnica para cultivar las células (queratinocitos) fue
gracias al estudio de viabilidad celular donde se evaluaron 2 formas de cultivar
células, el primer método fue sembrandolas en la superficie de un gel de GelMA al
5% ya reticulado mediante luz UV, el cual ya ha sido utilizado exitosamente en un

gel de GelMA a la misma concentracién que el nuestro [122], y el otro método fue
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resuspendiendo las células en la matriz GelMA al 5%, el cual también ya ha sido
evaluado con las concentracion de GelMA igual que nuestro trabajo [120, 124], y
después proceder a reticular con luz UV. Para nuestro caso en particular se
selecciond el método que involucra resuspender y luego reticular con luz UV,
debido a que se obtuvo mejor resultado de viabilidad y también gracias a las
ventajas adicionales que adquiere el implante como adaptarse a la forma de la
lesion y ademas es un método mas efectivo de asegurarse que las células se

distribuyen en todo el implante y no Unicamente en la superficie.

Existen diferentes modelos in vivo para evaluar la cicatrizacion de heridas, por lo
tanto, diferentes especies animales han sido utilizadas como cerdos, conejos,
ratones y ratas, los roedores son mas utilizados, debido a su costo relativamente
bajo, su facil manejo, se requiere poco espacio para mantenerlos en éptimas
condiciones y ademas de que tienen procesos muy acelerados de cicatrizacion

comparados con los humanos [125-127].

El modelo utilizado de ratas Sprague Dawley para la cicatrizacion de heridas en
este trabajo ya ha sido utilizado en otros estudios por diferentes cientificos [123,
128-130].

Todos los modelos escisionales de heridas en los roedores cicatrizan por
contraccion [131]. Sin embargo, en nuestro trabajo se redujo al minimo este
proceso mediante la utilizacién de un dispositivo disefiado por nuestro grupo de
trabajo. En cuanto al modelo de cicatrizacion de herida, se obtuvieron diferentes
resultados en comparacion con otros métodos utilizados por otros grupos de
trabajo como el uso de catgut para evitar el cierre de la herida [132]. Esto fue
posible en gran medida, debido a un dispositivo plastico disefiado por nuestro
grupo de trabajo el cual no permitia el cierre por contraccion de la herida generada
en el dorso de los animales [133]. Al igual que el estudio de Gal et. al. en el 2008,
en el cual utilizo corticosteroides en un modelo de herida con ratas diabéticas,
entre 13 y 14 dias fue el tiempo que transcurridé para que se cicatrizara y cerrara
completamente la herida de las ratas de nuestro modelo [134]. Nuestro dispositivo
utilizado para evitar el cierre por contraccién es mas confiable debido a que esta
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unido al cuerpo del animal mediante suturas quirdrgicas y es de un material rigido,
caso contrario con otros autores donde utilizan un tipo de parche de un material
suave y moldeable con la misma finalidad que la nuestra, pero menos confiable
debido al disefio del dispositivo y a las caracteristicas ya mencionadas [127].

La mayoria de los autores que realizan las heridas en modelos murinos utilizan un
biopsy punch o sacabocado para realizar la herida de manera uniforme, con un
diametro hecho a la medida deseada por el investigador y ademas resulta en un
método sencillo y eficaz, lo Unico que difiere es el didmetro, algunos lo hacen de 2
mm, 4mm, 5 mm y 6 mm [125, 127, 131]. Para nuestro estudio se seleccion6 un

biopsy punch con un diametro de 5 mm.

Los resultados obtenidos en esta investigacion son muy favorables en la
cicatrizacion de lesiones tisulares, al comprobar el efecto que tiene la matriz con
gueratinocitos en comparacion con la matriz sola y sin tratamiento, sin embargo,
unas de sus principales limitaciones seria la falta de la evaluacién del implante
generado en un modelo establecido de ratas diabéticas con un namero
representativo de animales bajo las mismas condiciones experimentales que esta
investigacion, esto para ver su comportamiento en heridas diabéticas. Con esto se
comprobaria que el implante generado tendria un potencial uso en lesiones

tisulares causadas por pie diabético.

81



CONCLUSION

1.- Se obtuvo eficientemente un cultivo primario de queratinocitos a partir de
biopsias de oreja de rata adulta.

2.- La matriz GelMA cuenta con las caracteristicas biologicas favorables para el
adecuado crecimiento y supervivencia de los queratinocitos obtenidos de oreja de
rata.

3.- ElI implante de GelMA suplementado con queratinocitos favorece Ila
regeneracion y cicatrizacion de lesiones tisulares en un modelo murino de herida.
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PERSPECTIVAS

1.- Analizar los resultados de las tinciones histolégicas realizadas al implante en
los grupos de estudio evaluados.

2. Evaluar el implante generado en ratas jovenes con DM, en las cuales se
desarrolle el modelo de herida, para evaluar su efecto en condiciones similares a
las causadas por la enfermedad objeto de estudio.

3.- Realizar la evaluacion del implante suplementado con factores de crecimiento.
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Curso: Taller de Metodologia de 5°S de calidad en el Laboratorio de Medicina
Molecular, UAMH y CS, junio 2017.
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Curso: Curso en linea: Habilidades de escritura cientifica. Latindex, AuthorAID, 5
julio 2017.

Curso: Modelos animales para investigacion en laboratorio, Laboratorio de
Inmunologia y Virologia del departamento de Microbiologia e Inmunologia de la
UANL. 3 octubre 2017.

Curso-Taller: Sistemas de Clasificacion del Pie Diabético: Saint Elian Wound
Scoring System (SEWSS) y Wounds, Ischemia and foot Infection (WIfl)
(CONACyYT-SALUD/FOSSIS-2016-02-273142) en  modalidad taller.  julio
2018.Curso: Generacion de reportes de Investigacion en el area biomédica, julio
2018.

Taller: Taller de Seguridad e Higiene en Laboratorio; Capacitacién y Formacion de

Brigadas de Seguridad en el Laboratorio de Medicina Molecular, UAMH y CS,
junio 2017.
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