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Resumen.

Antecedentes: La piel de porcina radioesterilizada (PPR) se utiliza como aposito para
quemaduras, su similitud con la piel humana la hace ideal para su uso como andamio para
ingenieria de tejidos, previamente se generaron constructos en ella cultivando células
troncales mesenquimales (MSC) evidenciando alta viabilidad, su aplicacion en un modelo de
animal de quemaduras mostrd un mejor cierre de la herida y mayor deposicion de colagena
tipo I. Ante las infecciones en las heridas, el uso de nanoparticulas de plata (AgNPs) es una
alternativa al uso de antibidticos y una solucidon contra bacterias multidrogoresistentes. La
PPR impregnada con AgNPs es un nanomaterial (Nm) capaz de prevenir infecciones. Los
fibroblastos son las células encargadas de reparar la dermis, por lo que es importante elucidar
si estas células pueden cultivarse sobre PPR y esta a su vez inducir la secrecion del factor de
crecimiento fibroblastico (FGF), el cual promueve la reparacion de la piel. Los constructos
en conjunto con los Nm podrian generar un tratamiento integral para las quemaduras.

Objetivo: Analizar si la PRR impregnada con AgNPs permite la viabilidad de fibroblastos y
si promueve la liberacion de FGF.

Material y Métodos: La PPR se impregnd con AgNPs a una concentracion de 125 ppm. Se
cultivaron fibroblastos hasta alcanzar una densidad celular adecuada, de modo que se
sembraron 40,000 células en 10 pl de medio de cultivo DMEM F-12 suplementado con un
10 % de suero fetal bovino y un 1 % de antibidtico en cada repeticién de las condiciones
experimentales. Se llevaron a cabo dos tipos de ensayos para evaluar la viabilidad celular: un
ensayo de Calceina/Ethd-1 con evaluacion visual mediante microscopio fluorescente y un
ensayo MTT con medicion de la absorbancia a 570 nm sin correccion de longitud de onda.
La concentracion de FGF se determin6 mediante ensayo ELISA. Todos los analisis
estadisticos se llevaron a cabo utilizando el software GraphPad Prism 8.

Resultados: Los analisis de Calceina/Ethd-1 y MTT revelaron que los fibroblastos se
adhieren al andamio impregnado y, al mismo tiempo, mantienen una viabilidad celular
adecuada. Por otro lado, el anélisis ELISA demostré que el andamio impregnado no altera la
concentracion de FGF en los sobrenadantes.

Conclusion: En resumen, los resultados indican que la PRR impregnada es un sustrato viable
que permite el cultivo de fibroblastos, aunque se observaron algunas modificaciones en la
morfologia celular. Ademas, se constatdé que la impregnacion de la PRR no afecta la
concentracion de FGF en el sobrenadante.



Introduccion.

Las quemaduras constituyen un problema de salud significativo a nivel mundial, con millones
de pacientes afectados anualmente, tal como lo destaca la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) (1). En paises como México, las cifras de casos reportados son alarmantes,
evidenciando la magnitud del impacto de esta afeccion en la poblacion (2).

El tratamiento de pacientes quemados conlleva costos elevados, especialmente en casos
graves que requieren intervenciones complejas (2). Aunque el autoinjerto ha sido el Estandar
de Oro en el tratamiento de quemaduras a partir del Grado II B (3), existen limitaciones
cuando la superficie corporal quemada es extensa o las condiciones del paciente no permiten
este procedimiento quirurgico. En este contexto, la busqueda de opciones terapéuticas
efectivas y accesibles se vuelve crucial.

La utilizacion de piel de cerdo como cobertura para heridas quemadas ha ganado interés
debido a sus similitudes histoldgicas y citologicas con la piel humana (4). La presencia de
fibras de colageno, reticulares y elasticas similares a las de la piel humana hace que la piel
de cerdo sea una alternativa prometedora para la cobertura de heridas en pacientes quemados.
En el proceso de reparacion de heridas, los factores de crecimiento fibroblasticos (FGF)
desempefian un papel crucial, promoviendo la activacidon, migracion, proliferacion y
diferenciacion de las células que participan en este proceso (5). Su secrecion estd
directamente relacionada con la eficacia de la reparacion de la herida. En el contexto de las
quemaduras, las infecciones representan una preocupacion importante (6), ya que pueden
retrasar la cicatrizacién y aumentar la morbilidad y mortalidad de los pacientes. Es aqui
donde las nanoparticulas de plata, con sus propiedades antimicrobianas bien documentadas,
presentan una ventaja significativa (7).

El presente trabajo de investigacion se enfoca en evaluar el potencial terapéutico de la piel
de cerdo radioesterilizada (PPR) como un andamio para el cultivo de fibroblastos, asi como
su capacidad para estimular la liberacion de FGFb. Ademads, se examinaré el impacto de la
impregnacion de la PPR con nanoparticulas de plata (PPR+AgNPs) en la secrecion de FGFb
y la viabilidad celular.

Los objetivos especificos incluyen procesar la PPR y la PPR+AgNPs, cultivar fibroblastos
sobre ambas superficies, obtener los sobrenadantes de los cultivos, evaluar la viabilidad
celular y analizar la concentracion de FGF mediante ensayos de ELISA. Los resultados se
someteran a un analisis estadistico y se compararan con la hipotesis planteada. Con este
estudio, se espera proporcionar informacion relevante sobre la viabilidad y el potencial
terapéutico de la PPR y la PPR+AgNPs como opciones prometedoras para la cobertura de
heridas en pacientes quemados. Los resultados obtenidos podrian abrir nuevas perspectivas
en el tratamiento de quemaduras, mejorando la calidad de vida de los pacientes y reduciendo
los costos asociados a esta afeccion.
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La piel es un 6rgano esencial con funciones protectoras y regenerativas. Las quemaduras,
lesiones graves que pueden afectar multiples capas de la piel, requieren una reparacion
efectiva para mantener la viabilidad y funcion tisular. El factor de crecimiento fibroblastico
(FGF) desempefia un papel clave en la reparacion celular y la regeneracion. En este contexto,
las coberturas y tratamientos innovadores se han explorado para mejorar la recuperacion de
quemaduras, y las nanoparticulas de plata han destacado por sus propiedades
antimicrobianas. La piel porcina, dada su homologia con la piel humana, se ha considerado
como una alternativa para la reparacion cutanea. El cultivo celular sobre piel porcina
radioesterilizada (PPR) y su impregnacion con nanoparticulas de plata presentan perspectivas
prometedoras, facilitando la reparacion y previniendo infecciones en heridas por
quemaduras.

Piel
La piel es el 6rgano mas grande, constituye cerca de un 15 — 20% de la masa corporal total.
(8). Es la principal interfase entre el medio externo e interno, actia como barrera que protege

al cuerpo ante agentes mecénicos, quimicos y bioldgicos; contribuye a mantener la
homeostasis del cuerpo (9 - 13)

Histologia de la Piel

A la piel la conforman 3 cubiertas y sus derivados. Las cubiertas son la epidermis, la capa
mas superficial de la piel, la dermis, capa intermedia constituida por tejido conjuntivo laxo
y; la hipodermis, constituida por tejido adiposo. (8, 9, 12, 14,). Estudios protedmicos de la
piel microdiseccionada han encontrado un rango de 155 — 175 proteinas diferentes en la piel,
con los principales constituyentes las colagenas (tipos I, 11, III, IV, XII, y XIV). Proteinas de
la matriz extracelular (elastina, lumicano, mimecano, prolargina, periotina, decorina),
queratinas (citoesqueleto tipo I: 9, 10, 13, 14, 15, 16) y (citoesqueleto tipo II: 1, 2, 5, 75),
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proteinas celulares (vimentina, desmoplaquina, actina, miosina, tubulina, laminina, histonas,
anexinas, proteina 14-3-3) (15).

Epidermis

Es la cubierta mas superficial de la piel y biolégicamente activa (15). Tomando de referencia
el grosor respecto a la epidermis, se clasifica en piel gruesa y piel delgada. La piel gruesa se
encuentra en palmas de las manos y plantas de los pies, cuenta con 5 estratos. La piel delgada
cuenta con 4 estratos (ver figura 1) (8). Los queratinocitos son la principal célula que
conforman estos estratos y se encuentran densamente empaquetados, llegando a presentar un
grosor promedio de 75 — 150 um y que puede llegar hasta 600 um en la piel gruesa (9, 10,
14, 15). Los queratinocitos que maduran durante su recorrido desde el estrato mas profundo
al estrato superficial. En este recorrido, la morfologia, el citoplasma, el nucleo y el
citoesqueleto van cambiando por un proceso de apoptosis especial. Este proceso es
acompafiado por una acidificacién, y formacion de barreras mecénicas y quimicas que
contribuyen con las propiedades de la piel. Los estratos que conforman a la epidermis son

(8):

1. Estrato Basal: Por epitelio cubico-cilindrico simple, lo conforman unicamente una
capa de células que se sedimentan sobre una membrana basal. Es el estrato mas
profundo, formado por célula germinales que se diferenciardn a queratinocitos
maduros a medida que proliferan y superficialmente por los estratos. Las células se
encuentran unidas entre si lateral y apicalmente por desmosomas. Basalmente se unen
a la matriz extracelular (MEC) por hemidesmosomas (8 - 10, 14).

2. Estrato Espinoso: Por epitelio cubico estratificado, varias capas lo conforman. Lo
constituyen principalmente queratinocitos que, a la visualizacion microscopica del
corte histologico, los desmosomas dan la apariencia de imagen de “espinas”, también
llamados nddulos de Bizzozero (8).

3. Estrato Granuloso: Por epitelio ctibico-plano estratificado, conformado por 1-3 capas,
Constituido por queratinocitos cuyo citoplasma contiene gran cantidad de granulos
de queratohialina y cuerpos laminares

4. Estrato Lucido: Por epitelio plano estratificado queratinizado: Se encuentra en la piel
Gruesa. En este estrato, los queratinocitos en lugar de contener la proteina queratina
en su citoesqueleto, se encuentra la proteina eleidina, lo que le confiere a este estrato
su apariencia transparente (9).

5. Estrato Corneo: Por epitelio plano estratificado queratinizado. Ultima capa de la
epidermis (8 - 10, 14) .

Los queratinocitos representan aproximadamente el 85% de las células que conforman la
epidermis (8). Aparte de los queratinocitos, se encuentran los melanocitos: son el 5% de las
células de la epidermis. Se encuentran en el estrato basal sin unirse a los queratinocitos
circundantes. Producen el pigmento de melanina a partir del aminoacido tirosina. Forman la
unidad Melanoepidérmica, de un melanocito proveedor de pigmento a 4 o hasta mas de 40
queratinocitos. Células de Langerhans: Se encuentran en el estrato espinoso. No presentan
uniones con las células circundantes. Son células presentadoras de antigeno (CPA). Células



de Merckel: Se encuentran en el estrato basal. No presentan uniones con las células
circundantes, se unen a proyecciones amielinicas para formar el corptisculo de Merckel (8,
9,11, 13, 14).

> E. Corneo

E. Granuloso

p E. Espinoso

N \ % E. Germinal o basal

Figura 1: Representacion animada del estrato epidérmico. Las flechas sefialan los
estratos que componen la epidermis. E, Estrato. imagen creada en biorender.com.

En la uniéon dermoepidérmica los queratinocitos germinales, presentes en la capa basal, estan
unidos a la membrana basal por medio de hemidesmosomas y uniones focales. La membrana
basal es un complejo ensamblado de Coladgeno IV, laminina, nidogeno, perlecano, heparan
sulfato proteoglucano, proteinas de adhesion (15), integrina a-6 (10). El microscopio
electronico de transmision permite diferenciar dos capas en la membrana basal: Lamina
licida, la capa superficial compuesta por filamentos de anclaje, que conectan las
hemidesmosomas con la capa profunda, la Ldmina densa, que conecta a la dermis por fibras
colagenas (14). La epidermis recibe digitaciones de la dermis, las papilas dérmicas, y entre
estas papilas estdn las evaginaciones de la epidermis (ver figura 2) que penetran en la dermis,
las crestas interpapilares (8).



-
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Figura 2: Fotografia del estrato epidérmico y dermis. Tincion con hematoxilina y
Eosina. En el recuadro mayor a un aumento de 320x, se observan los 4 estratos, del mas
profundo al superficial el Estrato Basal (EB), Estrato Espinoso (EE), Estrato Espinoso
(EE), Estrato Granulo (EGr), Estrato Corneo (EC). Inmediatamente debajo de la
epidermis, se encuentra la dermis, especificamente la dermis papilar, a notar la gran
cantidad de células en esta region que pueden llegar a contener pigmentos (P) de
melanina, los vasos sanguineos (VS). En el recuadro menor a un aumento de 640x, se
observa parte del estrato espinoso y el estrato granulo, las flecas sefialan los desmosomas
que dan apariencia de espinas y las puntas de flecha sefialan los granulos tefiidos del
estrato granuloso. Imagen obtenida y modificada de Paulina W et al 2019 (8).

Dermis

La dermis es la capa que se encuentra inmediatamente debajo de la epidermis. Esta
compuesta por tejido conjuntivo laxo cuya presencia de las fibras proteinicas le confiere
propiedades de resistencia mecanicas y de tension Es usualmente menor 2 mm de groso, pero
puede llegar a 4 mm (en la espalda del adulto) (15). La dermis tiene dos estratos:

1. Estrato Papilar: Se encuentra inmediatamente debajo de la epidermis. Tejido
conjuntivo laxo que aporta los vasos sanguineos y linfaticos, terminaciones nerviosas,
glandulas sudoriparas, glandulas sebaceas, musculo piloerector; ademés cuenta con
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la presencia de mayor densidad celular. Las fibras de colagena en la dermis papilar
tienen diametros promedio de 38,000nm, intercalados estrechamente con fibras
elasticas (15) La presencia de fibras proteinas, como la colagena tipo I y III, fibras
reticulares en red irregular (8).

2. Estrato Reticular: Tejido conjuntivo laxo, con menos cantidad de células que la
dermis papilar. Las fibras en la dermis reticular tienden a presentar mayor grosor,
debido a la presencia de fibras de coldgenas de mayor densidad (9, 14), con didmetros
promedio de 80,000 nm, que a su vez estan menos intercaladas y organizadas en haces
que son rodeados por una superestrucutra de fibras elasticas de fibras elésticas. Estas
fibras consisten en oxytalan (finas ramas con microfibrillas ricas en elastinas), elaunin
(microfibrillas arciformes con centros de elastina), y la presencia de fibras reticulares

(15).

En ambas capas de la dermis se encuentran fibroblastos y células del sistema inmune.
Estudios de rastreo de linaje han mostrado que la dermis reticular y papilar estan formados
por fibroblastos de linajes diferentes, lo que podria explicar la estructura fibrilar diferente en
estas dos capas (15).

Los colagenos predominantes son tipo I (80 — 90 %), y tipo III ( 10 — 20 %). Ademas,
colageno tipo IV y otros son también identificados (9, 15). Los fibroblastos son las células
que sintetizan estas proteinas fibrilares, los proteoglicanos y proteinas adhesivas (11).

La dermis presenta un contenido celular diverso, células que integran propiamente la dermis
y se les conoce como células residentes y, otro tipo de célula que llegan en momento de
necesidad cuando el sitio local es agredido. Las células que integran la dermis son: a)
Fibroblastos, los cuales: producen todos los componentes de la MEC, tales como las fibras
(colagena, reticulares y elasticas), y los componentes de la sustancia fundamental
(glucosaminoglicanos, proteoglicanos, proteinas adhesivas). b) Miofibroblastos, presentan
propiedades de fibroblastos y de musculo liso. ¢) Macrofagos o Histiocitos quienes derivan
de monocitos circulantes, son células inmunoldgicas con gran actividad fagocitica. d)
Mastocitos, son células inmunitarias estacionarias con granulos de heparina y contribuyen a
los procesos inflamatorios y las respuestas hipersensibles. e) Basoéfilos, son células
inmunitarias circulantes, parecidos funcionalmente a los mastocitos. f) Adipocitos, células
con la capacidad de almacenar acidos grasos. g) Células troncales adultas, pueden provenir
de las Células Progenitoras Adultas Multipotentes (MAPC, Multipotent Adult Progenitor
Cell) que circulan por vasos sanguineos, y pericitos, células troncales ubicadas en las paredes
de los vasos sanguineos (8, 9, 11, 13, 14).

Mas profundo se encuentra la hipodermis o tejido subcutaneo. Se encuentra inmediatamente
debajo de la dermis y tiene relacion con planos profundos lo que podria ser fascia muscular
o periostio (segun la localizacion de la piel). Consiste principalmente en tejido conectivo,
con adipocitos que pueden ser capas delgadas o grandes de almacenamiento de tejido adiposo
que aisla y protege la piel, ya que la grasa es mala conductora de calor (15). El tejido es rico
en proteoglucanos y glucosaminoglicanos, que se hidratan y dan sus propiedades al tejido.
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En esta capa se encuentran también fibroblastos, adipocitos y células inmunitarias (9, 11, 14)

Quemaduras

La herida causada por una quemadura es una lesion directa que afecta al tejido epitelial
superficial, es decir, la epidermis, y en algunos casos puede llegar a afectar también la dermis
y los tejidos subyacentes (16). La prevalencia de las quemaduras es alta, especialmente en
los estratos socioeconémicos bajos y medios, alcanzando aproximadamente el 90%. Segiin
la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), se estima que cada afio hay alrededor de 11
millones de pacientes afectados por quemaduras, de los cuales 180,000 fallecen. Segun un
informe de la Asociacion Americana de Quemados (AAQ) en 2019, las lesiones por
quemaduras de origen térmico representan el 41% en Estados Unidos, seguidas por las de
friccion (31%), las quimicas (3.5%) y las eléctricas (3.6%). Es importante destacar que las
poblaciones vulnerables, como los pacientes con epilepsia, tienen un mayor riesgo de sufrir
quemaduras (17).

La lesion se produce como resultado de la exposicion a diferentes formas de energia y sus
manifestaciones, ya sea en forma de cambios agudos o prolongados en la temperatura (calor
y frio), exposicion a electricidad, sustancias quimicas, radiacion o friccion. La lesion en si es
el resultado directo de la transferencia de energia y, en parte, de las respuestas
fisiopatologicas que se desencadenan (18).

Después de la lesion, las respuestas fisioldgicas e inmunologicas son desatadas de manera
inmediata y unas perduran hasta por afios. La respuesta endocrinoldgica mantiene una
actividad autonoma simpatica activa, consecuentemente un estado hipermetabdlico que se
puede prolongar mas alld del periodo agudo. La gravedad de las respuestas endocrinolégica,
inflamatoria e inmunitaria dependen de un gran nimero de factores como del porcentaje de
la superficie corporal lesionada, la profundidad de la lesion, exposicion a toxinas y/o agentes
patologicos, inhalaciéon de agentes lesivos y dafio a vias aéreas, edad, comorbilidades,
traumatismos simultaneos, drogas y/o alcohol, y el tiempo que tard6 en presentarse la ayuda
médica (17).

Dos respuestas vasculares son desencadenadas independientemente del tipo de energia que
haya sido la causante de la lesion: Aumento de la permeabilidad vascular y vasodilatacion:

Permeabilidad: El calor aumenta la permeabilidad de los capilares y vénulas, permitiendo la
salida de plasma (con proteinas y electrolitos) al espacio intersticial, consecuentemente
edema, activacion endotelial, cascadas de complemento y coagulacion. Disminuyendo el
volumen sanguineo y comprometiendo de manera inmediata el aparato cardiovascular

Vasodilatacion: La microcirculacion se ve incrementada, aumentando el flujo sanguineo al
sitio de la lesidon y acrecentando la presion hidrostatica, que aunado a la permeabilidad,
aumenta el edema y la pérdida de volumen circulante (17, 18).
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Inmediatamente tras la herida por quemadura, la lesion puede ser dividida en tres zonas:

1) La zona de coagulacion: Con el mayor daiio en el centro

2) La zona de estasis o zona de isquemia: Caracterizada por una perfusion disminuida

3) La zona Hiperémica: La zona mas lejana y periférica de la lesion, caracterizada por
un incremento en la vasodilatacion e inflamacion.

La respuesta celular al estrés varia segun la cercania al sitio de la lesion. Un espectro
inmediato con células necroticas, en autofagia dentro de las primeras 24 horas tras la lesion,
comienzo de apoptosis en el rango de 24-48 horas, y niveles reversibles de estrés oxidativo.

La inflamacion es la respuesta inmunologica inicial: Neutréfilos llegan con el objetivo de
fagocitar y eliminar agentes contaminantes, detritos celulares, células apoptdticas y
promueven la liberacion de citocinas inflamatorias de fase aguda IL-1, IL-6, TNF-A, en 24
horas los monocitos llegan al sitio de la lesion y maduran hacia macrofagos y estos se activan
por la via cléasica para promover la inflamacion. Considerando la extension de la quemadura,
la profundidad y los estimulos constantes. Este periodo se caracteriza por niveles séricos
elevados de citocinas proinflamatorias y proteinas inflamatorias de fase aguda que pueden
complicar el estado del paciente y llevar a un shock distributivo (17 - 19).

Clasificacion de las heridas por quemadura
Segtin la profundidad de la lesion y los tejidos que llega a afectar, se clasifica en:

e Primer Grado: Afecta la capa epidérmica. La profundidad de la lesion no atraviesa la
membrana basal y se queda limitada a la epidermis. La piel se torna eritematosa,
hipersensible, dolorosa. El dolor experimentado es corto en duracion

e Segundo Grado: Afecta a la epidermis y a la dermis. La profundidad atraviesa la
membrana basal y seglin el estrato de la dermis afectada, se clasifica en dos subtipos:

o 2A: Afecta la epidermis y dermis papilar. Tienen una base eritematosa, herida
exudativa (himeda), se generan vesiculas, piel local hipersensibles, dolorosa.
Requieren de cubierta y cuidado de la herida. Pueden dejar cicatriz y, no
requieren de cirugia.

o 2B: Afectalaepidermis y los 2 estratos de la dermis, dermis papilar y reticular.
La herida presenta una base eritematosa de menor intensidad y menos
exudativa debido a que la mayor densidad de vasos sanguineos locales estaba
en la dermis papilar y por la destruccion parcial de los receptores del dolor
locales disminuye la sensacion de dolor. Requieren cirugia y dejan cicatriz.

e Tercer grado: Afecta el 6rgano completo, la epidermis y dermis. La herida presenta
una base blanca eritematosa, no exudativa. No es tipicamente dolorosa debido a la
destruccion de las terminaciones nerviosas. Insensible al tacto fino. Dejan cicatriz que
suelen terminar en tipo queloide y requieren cirugia

e Cuarto Grado: Afecta la piel y tejido subdérmico. Segun la profundidad, puede
involucrar tejido adiposo, musculo, hueso (17 - 20).
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Reparacion de las heridas

De la respuesta fisioldgica e inmunitaria ante un agente agresor, comienzan las sefiales
celulares para reparar la herida. El proceso de inflamacion aguda tiene el objetivo de
neutralizar los agentes lesivos y restaura el tejido hasta su 6ptima funcién (21).

Cuando el agente lesivo y las posibles bacterias que hayan entrado por la ruptura de la barrera
de la piel han sido neutralizadas, fagocitadas y eliminadas, el tejido comienza su reparacion.
Las células residuales del tejido dafiado y la llegada de células inmunitarias por la
inflamacion y quimiotaxis de otras variedades de linajes celulares, generan mecanismos
sinérgicos con el objetivo de reparar la herida: se presentan interacciones intercelulares,
secrecion de factores de crecimiento, citocinas que activan y modulan la inflamacién y el
grado de reparacion y contribucion por las células locales. EI comportamiento de las células
que estan participando se puede describir en una de las siguientes fases: proliferacion,
migracion, sintesis de matriz extracelular, contraccion, remodelado, secrecion de factores de
factores de crecimiento; todos estos comportamientos actuan en las fases descritas del
proceso de cicatrizacion, y aun el grado de desarrollo de las respuestas celulares participantes
sigue en estudio (22 - 24).

Dos resultados surgen dependiendo del grado en el que el tejido danado es reparado (21, 22,
25):

Regeneracion: Consiste en la restitucion completa del parénquima, el tejido funcional
especializado del 6rgano y tejido (21, 26). Esta dado por la capacidad de las células troncales,
dentro del 6rgano dafiado, de proliferar y reemplazar a las células funcionales que fueron
danadas y eliminadas (21, 22, 25, 27). Cuando la regeneracion restituye de manera completa
la arquitectura y funcion normal del tejido, se denomina resolucion (21). La resolucion
ocurre cuando el tejido de sostén, el estroma (28) estd intacto y el tejido involucrado tiene la
capacidad de reemplazar cualquier célula especializada requerida (21). La regeneracion de la
epidermis esta determinada por la profundidad y la integridad de la membrana basal, de esta
manera, mientras la lesion se limite a la epidermis, las células de la capa germinal proliferan
y se diferenciaran hacia queratinocitos que repararan la herida (22, 29).

Cicatrizacion: También llamada reparacion por fibrosis. Ocurre cuando hay un dafio
sustancial en el tejido estromal y/o el tejido especializado (parénquima) carece de la habilidad
para reemplazar las células especializadas. Es estos casos, el tejido muerto y la inflamaciéon
aguda son removidas primero del 4rea por los macréfagos. Mas adelante, el area antes
dafiada, empieza a llenarse del crecimiento de un tejido vascular, con contiene gran variedad
de células que migraron y proliferaron, una de ellas, los fibroblastos(21). Estos fibroblastos
aumentan el depdsito de fibras para reparar la lesion. Esta cicatriz suele evidenciarse
superficialmente por una morfologia diferente a la piel, y también por diferencias histoldgicas
estructurales y funcionales diferentes al tejido sano (29).

Regeneracion y cicatrizacion no son términos homologos si nos referimos a la especificidad
de reparacion. En la reparacion de las heridas, la regeneracion y cicatrizacion participan en
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distintas medidas. Y ocasionalmente, es un proceso de “competencia” por quién cierra antes
la herida. (29)

Cicatrizacion en quemaduras

Inmediatamente tras la lesion, se suceden mecanismos simultdneos y que se sobreponen para
evitar la pérdida de sangre, llevar células inmunolédgicas para evitar infeccion, fagocitar
cé¢lulas muertas, agentes lesivos enddgenos y exdgenos; promover la proliferacion y
posteriormente remodelar y brindar andamios, factores de crecimiento y otros estimulos para
la regeneracion de la dermis y la epidermis (22, 29, 30)

Los mecanismos que suceden son generalmente parecidos independientemente del tipo de
herida (ver figura 3) y son:

Hemostasia: La vasoconstriccion disminuye el flujo sanguineo, la formacion del
tapon plaquetario y la cascada de la coagulacion terminan evitando la pérdida de
sangre.

Inflamacion: Los dafios al tejido promueven la expresion de Patrones Moleculares
Asociados a Dafo/Peligro (DAMP), la contaminacioén por agentes con sus Patrones
Moleculares Asociados a Patogenos (PAMP), y aunada la pérdida de la barrera
mecanica de la piel que facilita la entrada y exposicion ante agentes lesivos y el dafio
que generan, se sucede la respuesta inmunitaria, el desencadenamiento de la cascada
de complemento con sus productos quimiotacticos, y la activacion endotelial se
suman para estimular la inflamacion. La permeabilidad local de capilares y vénulas
facilitan la extravasacion de proteinas y el paso de células inmunitarias hacia el sitio
de lesion. Esta respuesta, con el objetivo de llevar la respuesta inmunitaria humoral y
celular, y estas puedan limitar la contaminacion, la infeccion, fagocitar los residuos y
posteriormente promover la sanacion y recuperacion del tejido (18, 29, 30)
Proliferacion: Una vez resuelto el estimulo lesivo y haber sido limpiado localmente
por la actividad fagocitica de las células inmunitarias, las células residuales posterior
a la inflamacion, sobre todo macréfagos, secretan factores de crecimiento que a su
vez estimulan la secrecion de estas, promoviendo la proliferacion de fibroblastos,
células vasculares (endoteliales, satélites, musculo liso) para la angiogénesis, y de
células epiteliales para cerrar la herida. En este punto, la migracion y proliferacion
temprana de fibroblastos y los productos que sintetizan forman el tejido de
granulacion. Donde sucesos de angiogénesis suceden simultdneamente (29, 30)
Remodelado: Los cambios de fibroblastos hacia miofibroblastos permite la
contraccion de la herida y cicatriz. Los cambios constantes de fibras de la matriz
extracelular, la resorcidon y nueva organizacion de las fibras permite que la dermis
tome de nueva vez tono y volumen adecuado, resistencia, y accione como andamio,
funciones que habilitan la regeneracion, brindando un sustrato sobre el cual se volvera
a formar una membrana basal, una migracion de células germinales epiteliales y
finalmente tejido epidérmico (29, 30).
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Factores de crecimiento en la reparacion de la herida

Los factores de crecimiento son una gran variedad de moléculas que pueden ser polipéptidos,
proteinas o glucoproteinas que tienen la funcion biologica de interactuar con los receptores
de las células diana y tener efectos metabolicos anabolicos, activar el ciclo celular,
direccionar a la célula hacia una linea celular en particular, promover la migracion y
proliferacion, etc (31).

Estos factores son secretados por muchos tipos celulares, y su secrecion puede ser un estado
constitutivo basal y también ser estimulado positivamente a incrementarse tras una lesion o
una necesidad. Pueden actuar de manera parécrina, autocrina y enddcrina como una hormona.

Segun el tipo celular, el periodo del ciclo celular, el medio que rodee a la célula, el receptor
y los segundos mensajeros que lo traduzcan, y la susceptibilidad de la célula hacia el ligando;
provocara una respuesta diferente. Por ejemplo, una célula sana que no tiene los nutrientes
intracelulares o el aporte adecuado, que perdieron el contacto con las células circundantes o
con la matriz extracelular o la membrana basal; no provocara proliferacion (31, 32).
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Figura 3: Reparacion de la herida. Es un proceso en el que se distinguen tedricamente 4
etapas que se sobreponen en el suceso real. La hemostasia ocurre inmediatamente después
de la lesion e involucra la vasoconstriccion, la activacion plaquetaria, la formacion del
coagulo y la liberacion de factores de crecimiento, como Factor de Crecimiento derivado de
Plaquetas (PDGF), Factor de Crecimiento Epidérmico (EGF), Factor de Crecimiento
Fibroblastico (FGF), Factor de Crecimiento Transformante-f (TGF-B), por plaquetas,
queratinocitos, macréfagos y fibroblastos. Como resultado una respuesta inicial del tejido a
formar el coagulo, se comienza a sintetizar proteinas de matriz extracelular para las siguientes
etapas y la migracion de células de la inflamacion y de fibroblastos. En la Inflamacion, las
células inmunitarias reclutadas se encargan de fagocitar y limpiar localmente de células
dafnadas y la contaminaciéon microbiana. Estas mismas células se encargan de estimular el
tejido circundante a reparar, continuando la secrecion de factores de crecimiento previamente
senalados y se suman Factor de Crecimiento similar a la insulina (IGF), Factor de
Crecimiento Vascular Endotelial (VEGF). En la Proliferacion, los fibroblastos reclutados
aumentan su proliferacion y depdsito de fibras, y el FGF se mantiene durante este periodo e
incluso por periodos mayores a la lesion aguda y cronica. La formacion de vasos sanguineos
junto la proliferacion celular y el deposito de fibras proteicas conforman el tejido de
granulacion. Los queratinocitos se ven favorecidos a migrar, al encontrar un andamio
temporal donde estos depositan nueva membrana basal, se diferencian, proliferan y sucede
la Reepitelizacion. En el Remodelado, los factores de crecimiento inducen a los fibroblastos
a madurar la matriz, por proceso de acomodamiento de las fibras, acortando la distancia entre
la herida y fortaleciendo la fibra. mmagen obtenida y modifica de : Jeschke MG, et al 2020 (17)
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Factor de crecimiento fibroblastico (FGF)

El factor de crecimiento fibroblastico (FGF) y un amplio numero de isdbmeros conforman la
gran familia de FGF. Desempefan un papel crucial en la induccion de la proliferacion,
migracion y diferenciacion de las células (33, 34). Ademas, los FGF llegan a modular la
respuesta inmunitaria al direccionar la clase de macrofagos en cuanto a la regulacion y
modificacion de la matriz extracelular (MEC) (35). Estos factores son capaces de
desencadenar una amplia gama de respuestas celulares, que varian segun el tipo de célula 'y
la respuesta metabdlica a la que se haya dirigido la célula en cuestion. Por ejemplo, cuando
los fibroblastos han sido activados debido a procesos de lesion tisular, exposicion a agentes
o citocinas inflamatorias, la respuesta al FGF provoca migracion, proliferacion y sintesis de
proteinas (33, 36).

La familia de FGF estd compuesta por proteinas sefializadoras que desempefian una amplia
variedad de funciones biologicas, entre las cuales se incluye la regulacion positiva de la
reparacion y regeneracion de tejidos y organos (37).

La familia de los FGFs en los seres humanos consta de 22 miembros (ver figura 4). Estas
proteinas son pequefas, con un peso molecular aproximado de 20 kDa, y comparten un
nucleo estructural conformado por laminas beta. A continuacion, se presenta la clasificacion
de estos miembros (33):

Factores de crecimiento fibroblasticos canonicos: Estos FGFs conforman la forma clasica de
actividad de los factores de crecimiento, interactuando con receptores especificos. Son
secretados y se unen a fibras y proteinas de adhesion en la matriz extracelular (MEC). Pueden
actuar de manera paracrina (afectando a c€lulas cercanas) y autdcrinas (afectando a la misma
célula que los produce (33, 34)

Factores de crecimiento fibroblasticos intracelulares: Estos factores consisten en 4 proteinas
y no son secretados al exterior de la célula. Estan relacionados con la regulacion de canales
i6nicos y el mantenimiento de la sintesis constitutiva de proteinas dentro de la célula (33,
34).

Factores de crecimiento fibroblastico tipo Hormonas: Como su nombre lo indica, son
secretados y pasan a circulacion. A diferencia de los factores de crecimiento canonicos, no
tienen afinidad por las proteinas de la matriz extracelular. Pueden actuar a distancia,
afectando a tejidos y organos alejados del lugar de produccion (33, 34).
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Figura 4: Clasificacion de los Factores de Crecimiento
Fibroblastico (FGF). Los fFGFs pueden ser clasificados en 3
grandes grupos: Candnicos, Enddcrinos e Intracelulares. Estudios
filogénicos sugieren que los 22 genes de FGF pueden ser
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acttian en canales idnicos intracelulares. imagen obteniday modifica de Omitz
DM y colaboradores 2015 (38)

Los FGF canonicos exhiben una alta afinidad por los proteoglucanos ricos en heparan sulfato
(HSPG), lo que genera una interaccion entre estos componentes de la MEC y los FGF. Esta
interaccion protege a los factores de crecimiento de las proteasas presentes en la MEC,
prolongando asi su vida media. Por otro lado, los FGFs tipo hormona presentan una afinidad

limitada por los componentes de la MEC, lo que facilita su circulacion a través del organismo
(33).

Los FGF activan los receptores de FGF (FGFR), que son receptores con actividad tirosina
cinasa. Estos receptores son proteinas transmembrana que constan de 3 dominios proteicos ,
el extracelular, transmembrana y el intracelular. El dominio intracelular posee actividad
tirosina cinasa. Hay 4 tipos de FGFR distribuidos en casi todas las células, al igual que la
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secrecion de los FGF que es llevada a cabo por casi todas las células. De este modo, los FGF
canonicos son secretados y se concentran localmente en la MEC, proporcionando estimulos
cuando las células requieren de ellos. Esta capacidad de expresion de los receptores y factores
de crecimiento FGF los convierte en la primera respuesta en la reparacion de heridas (33,
34).

Los FGFR también presentan afinidad por los HSPG, lo que da lugar a la formaciéon de un
complejo ternario (FGF-HSPG-FGFR) necesario para iniciar la transduccion de sefiales del
FGF. Una vez formado el complejo ternario, el HSPG-FGF se acerca a la superficie celular,
lo que permite que los receptores homodlogos presentes en la membrana interactiien con el
complejo y con otros FGFs unidos al HSPG. Esta interaccion entre los receptores y los
ligandos desencadena cascadas de segundos mensajeros y provoca cambios
conformacionales en los receptores. Estos cambios, a su vez, exponen dominios que permiten
la interaccidn con otros receptores de la misma familia, generando homodimeros o formando
polimerizaciones mayores. Estas interacciones fosforilan los dominios intracelulares tirosina
cinasas y comienzas cascadas de segundos mensajeros que reconocen estos dominios y
participan en el proceso como sustratos o reactivos (ver figura 5). En la membrana, tras la
interaccion Ligando-Receptor, la Fosfolipasa C gamma (PLC) escinde fosfatidil inositol 4,6-
difosfato (PIP2) y libera inositol 1,4,5-trifosfato (I3P), que tiene la opcion de unirse a la
calmodulina lo que la hace activa y desencadena otras cascadas citosoélicas y, la otra opcion
es regular la conductancia de canales de iones presentes en el reticulo endoplasmico. En los
dominios tirosina cinasas se encuentran vias relacionadas a proteinas cinasas activadas por
agentes mitogenos (MAPK), proteinas transductoras y activadoras de la transcripcion
(STAT), Janus cinasas (JAK), proteinas fosfatasas reguladoras de grupos fosfatos (GAP). En
general, las vias antes descritas terminan generando factores de transcripcion que aperturan
y transcriben genes que terminan promoviendo la migracion, proliferacion, diferenciacion,
sintesis de proteinas; con el fin de reparar la herida (33).Los FGF comparten similitudes
estructurales, que les permite una interaccion y union selectiva al mismo receptor, y con esto
evocan respuestas fisioldgicas homologas (31)

Los receptores intracelulares necesitan de co-receptores para transducir la senal del ligando
FGF, este co-receptor suele ser Klotho (33)

FGF en la reparacion de tejidos

El humano repara eficientemente el tejido después de lesiones mecanicas, térmicas o
quimicas; y esta respuesta es estimulada por la secrecion de factores de crecimiento y
citocinas. Si bien, la reparacion es un resultado de la participacion de un amplio espectro de
linajes celulares, de componentes extracelulares que brindan direccion y soporte, y de
factores de crecimiento con otros sobrenadantes; el FGF recae como uno de los factores que
mas impactan en la regeneracion (31, 32, 37).

El FGF se considera uno de los factores que se secretan y almacenan de manera constitutiva
para el mantenimiento del tejido. Asi, los FGF canonicos son aquellos componentes que se
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encuentran en la matriz extracelular adheridos y potencialmente capaces de estimular las
células diana. Ademas, se ha observado que es uno de los primeros factores liberados en
respuesta a una lesion tisular u organica. La mayoria de las células circundantes, ya sean del
parénquima o del estroma, presentaran receptores para el FGF, lo que les induce a adaptar su
metabolismo para contribuir a la reparacion de la herida. El alcance de su accion depende del
linaje celular que recibe el estimulo, la etapa del proceso de reparacion en la que se produce
y responde al factor de crecimiento, asi como de la concentracion y el tiempo de interaccion
entre el ligando y el receptor (37, 39).

En el proceso de cicatrizacion, el FGF es aportado en todas las etapas, desde la hemostasia,
las células endoteliales, epiteliales, e inmunitarias secretan este factor. Se afiaden
sobrenadantes que las células participantes empiezan a secretar y, estos sobrenadantes son
permisivos e inductores de este FGF (40). La activacion y liberacion plaquetaria de los
granulos densos, que de la misma manera contienen FGF, también estimulan la secrecion de
FGF por parte de los fibroblastos (41). La exposicion de coldgenas en la herida, el ADP y la
trombina activan las plaquetas. Ensayos han ampliamente documentado que citocinas
proinflamatorias (IL-1, IL-6, TNF) incrementan ARNm y la secrecion de la misma familia
de FGF, esto en el proceso de la inflamacion. Continuando con las etapas del proceso de
cicatrizacion, se presenta una retroalimentacion, donde la formacion del tejido de granulacion
con la angiogénesis y la interaccion con células epiteliales e inmunitarias, el FGF actiia como
ligando permisivo y sinérgico con otros factores de crecimiento, como EGF, que actian en
conjunto estimulando a los fibroblastos para aumentar el depdsito de fibras y formar una
MEUC, lo que brinda un andamio donde los queratinocitos migraran, secretaran una fibras para
complementar la membrana basal, y proliferaran, lo que facilita la reepitelizacion (35, 39 -
41)
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Figura 5: Interaccion ligando receptor y vias de transduccion de sefial. EI complejo
ternario lo conforman el factor de crecimiento fibroblastico (FGF)-proteoglucano rico en
heparén sulfatos-receptor de FGF (FGFR); cuando este complejo se forma, el cambio
conformacional del receptor y la afinidad del complejo por receptores homdlogos
circundantes genera la polimerizacion. La traduccién de ligando comienza en la membrana
y en los receptores. En la membrana actlia la fosfolipasa C (PLC) que libera inositol trifosfato
(13P) que termina activando la calmodulina y canales de iones intracelulares; el diacil glicerol
(DAG) restante en la membrana comienza cascadas a partir de proteinas cinasas C (PKC).
Los dominios intracelulares de los receptores presentan dominios tirosina cinasa (TK) que se
fosforilan y comienzan cascadas de segundos mensajeros que culminan en proteina
traductoras de sefiales y activadoras de la transcripcion (STAT) y complejos relacionados a
proteinas cinasas asociadas a agentes mitégenos (MAPK, Akt). En general, las vias culminan

transcribiendo genes necesarios para la reparacion de la herida. imagen obteniday modificada de: Prudovsky
I et al 2021 (33).
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Tratamiento de heridas por quemadura

De acuerdo con los grados de quemadura, las clasificaciones Grado I y Grado II A, pueden
ser delimitadas a la limpieza de la herida, proteccion de la lesion, profilacticos en medios de
presentacion locales y valoracion continua por el profesional médico, a expectativa de
resolucion.

Para las heridas por quemaduras con una clasificacion Grado II B y mayores, se considera
un proceso de tratamiento inmediato o primeros auxilios, que posteriormente lo integran
también una primera y segunda fase intrahospitalaria que habilita al personal médico un
tratamiento integral con el objetivo de dirigir los resultados a las emergencias que pueda tener
el paciente, a su estabilizacion, tratamiento directo de las heridas, finalmente emite una
mayor calidad, prondstico y rehabilitacion para el paciente hasta llevarlo a su integracion de
sus labores humanas bésicas, sociales y civiles (17, 18, 20)

Primeros auxilios y tratamiento inmediato

Se debe tomar en cuenta la naturaleza del agente agresor (térmico, quimico, eléctrico,
mecanico), el sitio de la lesion, la exposicion a agentes que hayan podido lesionar la via aérea
y la habilidad del personal que se encuentre cerca del paciente. Proceden los siguientes pasos
que evitan que empeore la herida y el riesgo de contaminacion (17):

1. Detener la exposicion del paciente ante el agente agresor y trasladarlo a un sitio mas
seguro. Tener cuidado de no someterse accidentalmente a una lesion por el agente
agresor, sobre todo si fue por descargas eléctricas.

2. Humedecer con agua fresca el o los sitios de lesion, teniendo cuidado de no verter
directamente sobre la piel lesionada, de manera que no lesione los tejidos
infraepiteliales, de igual modo, tener en cuenta el riesgo de hipotermia

3. Retirar ropa que haya sido carbonizada o que pueda lesionar por friccion y adhesion
a la piel del paciente. Retirar de la misma manera la joyeria y accesorios que pudiera
tener el paciente.

4. Envolver en sdbanas limpias y secas al paciente para adecuarlo para el traslado.

Las fases siguientes es una secuencia ordenada que se realiza en el &mbito hospitalario y en
el centro de quemados. Seglin la secuencia que establece el Apoyo Vital Avanzado en Trauma
(ATLS), por el Curso de Manejo de Emergencia del Quemado Severo (EMSB), por la
Asociacion de Quemados Australiana y de Nueva Zelanda, y el Soporte Vital Avanzado para
Quemaduras (ABLS) por la Asociacion Americana de Quemados (ABA)(17):
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A. Primera Fase: Valoracion ABCDE y las consideraciones de futuros manejos
avanzados de via aérea y de quir6fano:

a.

b.

ABCDE
i. A: Airway: Via aérea: Lesiones en el macizo facial que puedan
interrumpir el flujo aéreo, liberacion de las vias de conduccion del
tracto respiratorio, valoracion de la mucosa oral y faringea que
sugieran dafio a las vias aéreas
ii. B: Breathing: Respiracion y ventilacion: Auscultaciéon de campos
pulmonares e identificacion de ruidos o la ausencia de ellos que
sugieran que los campos pulmonares se encuentran ocupados por
volumen
iii. C: Circulation: Circulacién y estado cardiaco: Presion arterial y
presion arterial media. Pulsos distales y llenado capilar. Datos que
sugieran una Optima hemodinamia, considerando el volumen perdido
por la quemadura y el compromiso cardiaco.
iv. D: Disability: Alteracion del estado de alerta y neuroldgico.
Considerar toxicos (alcohol y drogas)
v. E: Exposure: Exponer el cuerpo con el fin de considerar la extension
de las lesiones, las deformidades y estadificacion de las heridas
Cuidar la hipotermia: El paciente ha perdido la barrera mecénica y fisica que
permite guardar y regular temperatura. El manejo y abordaje debe hacerse
cuidado este factor
Estimacion de la superficie corporal de las quemaduras: Por regla de los 9 en
adultos, y el diagrama de Lund-Browder en pediatricos (ver figura 6) (17, 41)

B. Segunda Fase: En centros capacitados permite la direccién y tratamiento de las
heridas, la busqueda de datos quimicos y de imagen que corroboren al diagnoéstico, y
el inicia del tratamiento

a.

b.

Laboratorios: Biometria hematica, electrolitos séricos, tiempos de
coagulacion, gasometria arterial, busqueda de toxicos.

Imagen: A considerar traumas que hay provocado haber estado en el sitio de
exposicion (por ejemplo: Accidente automovilistico)

Profilaxis tetanica
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d. Estadificacion del grado de quemadura

Cabezay
cuello 9%

Tronco

Anterior 18%
Posterior 18%

Brazos 9%
(cada uno)

Genitales y
periné 1% Piernas 18%

(cada una)

Anterior Posterior

Porcentaje relativo de la superficie corporal afectado por el crecimiento

Edad
Parte corporal Oafo lafo Safio 10afo 15afo
a=1/2delacabeza 91/2 8172 61/2 51/2 41/2
b= 1/2 del muslo 23/4 31/4 4 41/4 41/2
¢ =1/2de 1 pierna inferior 2 1/2 2172 23/4 3 31/4

Figura 6: Superficie corporal quemada. Una forma facil de identificar la superficie
corporal quemada a partir de dos herramientas: A, Regla de los nueves en adultos: La
identificacion de la herida en la superficie y su relacion a estos nueves. B, Diagrama de Lund
— Browder, en pacientes pediatricos, al identificar la herida en la superficie del nifio se
compara segun la edad y el porcentaje que concuerda con el desarrollo corporal general del
grupo poblacional. Imagen obtenida y modificada: mManual MSD y colaboradores (42).

Tratamiento en centro de quemados

En la unidad hospitalaria o en un centro de quemados que cuentan con mayores herramientas
para abordar con mayor precision al paciente quemado, se describe una serie de etapas
sistematizadas que incluye lo siguiente (17):
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1. Resucitacion: Con fluidos que abarca hasta las primeras 48 horas

2. Cubrimiento de heridas por quemadura: Con medicamentos topicos y coberturas para
prevenir contaminacioén e infecciones, como acciones terapéuticas puente hasta el
abordaje quirurgico, el desbridamiento y autoinjerto. Las coberturas temporales con
sustitutos de piel. Cada accion segun el grado de quemadura, con el fin que optimice
la reparacion de la herida

3. Soporte y cuidados criticos: Prevenir y tratar las complicaciones por infeccion.
Soporte cardiorrespiratorio y soporte nutricional

4. Rehabilitacion: Movilizacién y posicionamiento de miembros de forma adecuada
para evitar contracturas, el movimiento activo y rangos de movimiento, soporte
psicolédgico y reintegracion a la vida laboral

Las quemaduras Grado II B y superiores son sometidas a procedimientos quirargicos donde
el objetivo es desbridar el tejido necrético, fuente de futuras contaminaciones y antigenos
DAMP y PAMP, previniendo la inflamacion y direccionando la respuesta a la reparacion (17,
18, 20),

Estandar de oro

El tratamiento con mayor evidencia favorecedora en el resultado es la escision temprana de
la piel muerta y posteriormente proceder con el autoinjerto. La escision temprana reduce el
riesgo de infeccion, disminuye el dolor y permite el inicio del proceso de regeneracion y
cicatrizacion, favoreciendo la movilizacion futura (17).

Injerto Autdlogo de Piel de Espesor Parcial (Autologous Split-Thickness Skin Grafts,
STSGs): La piel sana es cosechada con un dermatomo y trasladada a la lesion de piel que
requiere la cobertura. Cuando la Superficie quemada es mayor >30-40% de la superficie
corporal total (SCT), la piel saludable puede llegar a ser insuficiente. En este caso la piel
cosechada se somete a un proceso de expansion en malla, intercambiando el aspecto final
estético por un cierre de herida rapido, y en ocasiones comprometiendo la funcionalidad de
la region. La expansion por enmallado en rangos > 1:3 pueden provocar que el futuro injerto
tenga una labilidad dificil de maniobrar por el cirujano, teniendo el riesgo de ruptura durante
la manipulacién. La técnica de Meek (ver figura 7) permite que el enmallado y expansion
llegue hasta un radio de 1:9. Cuando la lesion de piel que recibird el autoinjerto tiene sospecha
de infeccidon, de contaminacion, o cuando es muy extensa y la piel restante que se puede
donar es insuficiente; se recomiendan coberturas de piel temporales hasta que la infeccion
resuelva o la piel saludable se regenere para una nueva cosecha y continuar con el autoinjerto

(17).
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Figura 7: Tratamiento de heridas por quemaduras graves. Se estima la superficie
corporal qguemada para prever los materiales y probable piel necesaria a injertar en el sitio
lesionado. a, Representacion de la toma de piel con dermatomo. Esta piel seré trasladada e
injertada en el sitio de la lesion. b, Cuando el area a cubrir es demasiado extensa, se procede
a enmallar, logrando radios de utilidad 1:4-6. c, La técnica de Meek permite un enmallado
que prolonga el rango de utilidad de la piel a 1:9. d, Fotografias del proceso de reparacion
de herida con el autoinjerto. A la izquierda, un reciente autoinjerto, a la derecha el periodo
final de la reparacién de la herida. Imagen obtenida y modificada de: Jeschke MG, et al 2020 (17).

Las coberturas de piel

Se ha experimentado un notable avance en el campo de la bioingenieria y los biomateriales,
lo que ha dado lugar a una amplia gama de opciones y recursos innovadores para abordar de
manera efectiva la reparacion enfocada hacia la regeneracion del tejido. Estos avances han
revolucionado el campo de la medicina regenerativa y han brindado esperanza a aquellos
pacientes que enfrentan desafios en la cicatrizacion de heridas (43).

Una de las areas destacadas en este progreso ha sido el desarrollo de matrices dérmicas
acelulares y celulares. Estos materiales proporcionan una estructura tridimensional que es
fundamental para fomentar la migracion y proliferacion celular, permitiendo la formacion de
nuevo tejido en el area afectada. Esta matriz cada vez es mas factible obtenerla practicamente
sin modificaciones en cuanto a la estructura del tejido (si proviene del caddver donador) o se
sintetiza con una homologia a la que presenta la piel saludable (44). Las capas cuyo objetivo
a sintetizar u homologar son la epidérmica, dérmica o dermo-epidérmica, siendo esta tltima
una presentacion en bicapa, cuyo resultado ha demostrado mayores beneficios por ofrecer
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sitios de migracion y adhesion para los fibroblastos en la dermis, estos sintetizan y liberan
fibras para la matriz extracelular y factores de crecimiento que promoveran la respuesta de
reparacion por parte de los mismos fibroblastos y por los queratinocitos, que se valen de la
membrana basal del andamio, facilitando su adhesién, migracion y proliferacion (45).
Facilitando la reepitelizacion (44, 45)

Ademas de los andamios, se presenta la combinacion de factores que en el proceso natural
es un claro ejemplo de la compleja interaccion celular-celular, célula-matriz extracelular, y
célula-factores de crecimiento (43). Surge un modelo de andamio donde se le ofrezca a las
células un entorno con la mayor homologia posible en cuanto a una estructura sana en la
dermis y en la unién dermoepidérmica, y que posea a su vez, factores de crecimiento que
permiten los procesos de reparacion y direccione las respuestas hacia la regeneracion y no a
la cicatrizacion (44). Los factores de crecimiento han demostrado ser una herramienta
esencial en la bioingenieria de tejidos. Estas proteinas bioactivas estimulan la proliferacion
y diferenciacion celular, asi como la formacion de nuevos vasos sanguineos. La aplicacion
de estos factores, y en el caso de las coberturas de origen bioldgico, que cuentan con factores
de crecimiento en una matriz relativamente conservada, ofrece métodos efectivos y
prometedores (43)

El paso del tiempo y la motivacion sobre técnicas innovadoras en la obtencion y presentacion
de estos biomateriales generd un gran numero de opciones sobre las cuales se puede buscar
resultados en la aplicacion clinica y laboratorial. A continuacion, se muestra la cantidad de
recursos que han surgido en los tltimos 20 afios (ver grafica 1) (46):
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Gréfica 1: Numero de publicaciones sobre investigacion de alternativas de sustitutos de
piel en los ultimos 20 afnos. Obtenida y modificada de: Davison-Kotler E et al 2017 (46).

Clasificacion de las coberturas de piel

Las coberturas como sustitutos de piel han sido utilizadas histéricamente en diversos campos
de la medicina, y los resultados clinicos obtenidos a partir de su aplicacion son ampliamente
conocidos. A pesar de la aparente simplicidad en la clasificacion de estas coberturas, su
estandarizacién quimica y fisiologica es un desafio importante (47). Cada sustituto de piel
estd compuesto por una combinacion Unica de materiales y componentes bioldgicos, lo que
puede influir en su eficacia y en la respuesta del organismo receptor. Ademas, factores como
la compatibilidad inmunolégica, la biodegradabilidad, la capacidad de promover la
angiogénesis y la formacion de tejido, entre otros, también deben tenerse en cuenta para una
clasificacion mas completa y precisa.

Es importante destacar que, aunque se ha avanzado en la estandarizacion y clasificacion de
las coberturas como sustitutos de piel, sigue siendo un campo en evolucion (46). La
investigacion continua y los estudios clinicos son fundamentales para comprender mejor la
interaccion entre los diferentes materiales y componentes, asi como para mejorar la eficacia
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y la seguridad de estas coberturas, pues asi como promueven la proliferacion celular y la
migracion, pueden ser un riesgo por estar relacionados con la formacion de la neoplasia (44)

En 2001, Balasubramani y colaboradores iniciaron las primeras clasificaciones de estos
sustitutos cutineas. Estas clasificaciones proporcionan a los investigadores una forma
organizada de resumir las caracteristicas de los sustitutos segun si contienen componentes
epidérmicos, dérmicos o ambos. Estas categorias permiten una comprension mas clara y una
mejor evaluacion de los distintos tipos de sustitutos de piel (48):

- Clase I: Los sustitutos constituyen tinicamente en derivados de cultivos epidérmicos.

- Clase II: Los sustitutos constituyen en componentes dérmicos de origen natural o
sintético

- Clase III: Los substitutos incluyen componentes epidérmicos y dérmicos

Posteriormente, en 2011, Ferreira desarrolldé una clasificacion adicional que se basa en el
tiempo de permanencia del tejido y los materiales utilizados en los sustitutos cutaneos. Esta
clasificacion utiliza “letras™ para distinguir las diferentes categorias, lo que podria resultar
util para los médicos en la eleccion y aplicacion de los sustitutos de piel (ver tabla 1). Esta
clasificacion brinda informacion adicional sobre la durabilidad y la compatibilidad de los
materiales utilizados, lo que permite una mejor personalizaciéon y seleccion de los
tratamientos en el campo de la medicina regenerativa (46, 48):

CRITERIOS | LETRAS | DESCRIPCION
P Permanente, hace referencia a la falta de degradacion de
Tiempo sobre los materiales usados como sustituto
la herida T Temporal, hace referencia a la degradacion de los
materiales usados como sustituto a través del tiempo
B Bioldgicos, hace referencia a que los materiales son
autologos, alogénicos, 0 xenogénicos.
Origen Biosintéticos, hace referencia a que los materiales derivan
BS de una fuente bioldgica y que contiene componentes
sintéticos no degradables
C Compuesto, bicapa. Indica que el sustituto de piel
remplaza ambas capas, la epidermis y dermis.
Localizacion D I;)é_rmico. Indica que el sustituto de piel remplaza
unicamente la dermis.
E Epidérmico. Indica que el sustituto remplaza unicamente
la epidermis.

Tabla 1: Nomenclatura de Ferreira para sustitutos de piel. Tabla obtenida y modificada de: Davison-
Kotler E et al 2017 (46).
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Mas reciente, en 2017, Davison-Kotler y su equipo llevaron a cabo una clasificacion vectorial
(ver figura 8) innovadora que consideraba multiples aspectos de los sustitutos de piel. Esta
clasificacion se basé en la celularizacion del tejido, el nimero de capas presentes en el
sustituto, las regiones especificas de la piel que se reemplazaran, los materiales utilizados en
su composicion y la duracion prevista de su permanencia en el sitio de la herida (46).

Al utilizar un enfoque vectorial (ver figura 9), esta clasificacion permitié una representacion
mas completa y detallada de las caracteristicas de los sustitutos de piel, lo que facilita una
seleccion mas precisa y personalizada por parte de los médicos. Esta clasificacion ofrece una
mayor comprension de la variabilidad y versatilidad de los sustitutos de cutaneos y brinda a
los profesionales de la salud una herramienta valiosa para tomar decisiones informadas en el
campo de la medicina regenerativa (46):
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Figura 8: Clasificacion vectorial de
sustitutos de piel. imagen obtenida y modificada de:

Davison-Kotler et al 2017 (46)
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El cerdo como xenotransplante

El xenotrasplante es el proceso de trasplante de células, tejidos u o6rganos entre especies
filogénicamente diferentes. Segun la organizacién mundial de la salud (OMS), actualmente
se llevan a cabo més de 114,000 trasplantes al afio, lo cual representa menos del 10% de las
necesidades mundiales en este ambito (50).

A lo largo de la historia, se han realizado xenotrasplantes con el objetivo de abordar
enfermedades y ofrecer opciones terapéuticas cuando existe una necesidad histologica
especifica causada por una determinada afeccion en el cuerpo. Un ejemplo temprano de esto
ocurrid en 1667, cuando Jean Baptiste Denis transfundi6é sangre de cordero a un joven.
Desafortunadamente, una semana después, el joven fallecid6 como resultado de esta
intervencion. Siglos mas tarde, en 1929, Serge Voronoff realizé trasplantes de testiculos de
primates en seres humanos. Posteriormente, se llevaron a cabo otros trasplantes de 6rganos
provenientes de primates no humanos, los cuales proporcionaron resultados prometedores y
abrieron nuevas perspectivas debido a factores anatomicos, fisioldgicos y de accesibilidad
(50).

El xenotrasplante ofrece diversas ventajas al proporcionar el material organico necesario, una
disponibilidad y accesibilidad factibles, asi como un suministro potencialmente ilimitado de
organos o tejidos. Ademas, contrae perspectivas éticas en respecto a qué animal es adecuado.
Se plantea que utilizar animales como fuentes de consumo en dmbitos alimentarios y, en
nuestro caso, en el ambito de laboratorio y clinico, el cerdo se considera una opcion
éticamente aceptable (50, 51).

Los estudios realizados en modelos de piel para el ser humano han investigado y analizado
especies de géneros filogenéticamente diferentes con caracteristicas especificas que los hacen
factibles en términos de accesibilidad econdmica, reproducibilidad y conocimiento en el
laboratorio. Estos estudios han incluido especies como roedores, cerdos y primates no
humanos. Es importante destacar que los primates no humanos presentan una mayor cercania
genética con los humanos. Sin embargo, la evidencia respalda que el cerdo es el animal més
adecuado para utilizar su piel como modelo de piel humana (50, 51)

El cerdo destaca en términos de accesibilidad como animal de investigacion, ya que su
crecimiento es previsible y puede ser controlado en un criadero. Ademas, su tiempo para
alcanzar la madurez sexual y la produccion de crias durante su periodo fértil son aspectos
relevantes. Se han llevado a cabo numerosos estudios que han generado conocimientos sobre
la genética y el fenotipo del cerdo, asi como el control de enfermedades. Ademas, su tamafio
de 6rganos y fisiologia los convierten en una fuente de material organico adecuada (ver tabla
2) para el xenotrasplante (50).
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humano adulto en 6 meses)

Cerdo Babuino
Disponibilidad llimitada Limitada
Potencial de reproduccién Buena Pobre
Madurez sexual 4-8 meses 3-5 afios
Duracién del embarazo (dias) 114 +2 173-193
Numero de crias 5-12 1-2
Crecimiento Réapido (tamafio de un | Lento (9 afios en alcanzar

el tamafio méaximo)

Tamafio de 6rganos a adultos Adecuado Inadecuado
Costos de mantenimiento Significativamente méas bajo | Alto
Similitudes  anatémicas con los | Moderadamente cercanos Cercanos
humanos

Similitudes  fisiolégicas con  los | Moderadamente cercanos Cercanos
humanos

Relacion del sistema inmune con los | Lejano Cercano
humanos

Conocimiento de la tipificacién de | Considerable Limitada
tejidos

Necesidad de compatibilidad del tipo | Probablemente innecesaria Importante
sanguineo con los humanos

Experiencia con ingenieria genética Considerable Ninguna
Riesgo de xenozoonosis Bajo Alto
Capacidad de producir animales libres | Si No

de pat6genos

Opinién publica Mas a favor Mixta

Tabla 2: Ventajas del cerdo frente otro primate no humano como modelo de

xenotrasplantes. Tabla obteniday modifica de: Aristizabal AM et al 2017 (50).

En relacion a la prioridad de la presente tesis, la piel de cerdo cumple cualitativamente con
las comparaciones visuales de la piel huma. En otros términos, presenta similitudes
homologas a nivel visual y estructural con la piel humana, lo cual la convierte en un modelo

apropiado para su estudio y andlisis en este contexto.

Similitudes histologicas entre el cerdo y el ser humano

Las semejanzas histoldgicas entre la piel del cerdo y la piel humana son significativas, lo cual
ha llevado a su utilizacion como modelo en estudios de laboratorio en areas farmacoldgicas,
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toxicologicas e inmunoldgicas. Estas similitudes abarcan varios niveles de organizacion,
incluyendo la anatomia y la fisiologia de la piel, aunque existen algunas pequefias diferencias
a nivel microscopico y molecular entre las dos especies, las semejanzas generales hacen la
piel de cerdo sea un sustituto adecuado para el estudio y andlisis en estos campos (52, 53)

La piel de cerdo presenta un arreglo histoldgico en dos capas principales: la epidermis y la
dermis. La epidermis estd compuesta por cuatro estratos distintos, mientras que debajo de
ella se encuentra la dermis, que se divide en dos regiones identificadas como dermis papilar
y reticular. Desde el punto de vista bioquimico, las fibras que conforman estas capas son las
mismas: Colageno, principalmente tipo I y III, asi como fibras elasticas y reticulares. Estas
ultimas son especialmente relevantes debido a su importancia en términos de homologia y su
influencia en la respuesta celular en la reparacion de heridas. La presencia de fibras
reticulares y coldgenas en la dermis del cerdo es crucial, ya que desempeflan un papel
importante en la respuesta celular que promueve la cicatrizacion de heridas. Estas fibras
proporcionan un entorno celular adecuado que permite la formacion de una membrana basal,
lo que facilita la migracion celular, una adherencia Optima, la diferenciacion de células
germinales en queratinocitos y la proliferacion necesaria para la reepitelizacion de la herida
(52, 53)

Debeer y colaboradores realizaron cortes histologicas de piel de cerdo y se tifieron con
Hematoxilina y Eosina (52), lo cual permitié visualizar los diferentes estratos de la piel. Al
compararla con la piel humana, se observaron ciertas diferencias. (ver figura 9). De la misma
manera observaron que la piel del cerdo puede presentar un grosor dérmico diferente, ligeras
variaciones morfoldgicas en la superficie del estrato epidérmico, la profundidad de los
foliculos pilosos y la union dermoepidérmica (52, 53),

A Porcine skin B Human skin

Epidermis 7§
Papillary 2.
Dermis - |

Reticular | {RB SR, PR JR TSN - R : .
Dermis | %% l».'. v ',ﬁi'"f"u' AN, Y s o ‘g‘ - s, ]
Figura 9: Fotografia de cortes histoldgicas: Piel de cerdo (Porcine Skin) y Piel humana
(Human Skin). Tincion con H&E. A, Piel de cerdo, se diferencias los 3 estratos, la
epidermis, dermis e hipodermis. La epidermis presenta cierto trayecto tortuoso, donde es
atravesado por el foliculo piloso (HF) delimitado en la dermis. En la hipodermis
(Hypodermis) se visualiza tejido adiposo (Ad), y glandulas sudoriparas (SwG) que se
encuentran distribuidas en la mayor parte de su piel, a diferencia a la del humano (SG),
limitado a la dermis. B, Piel humana con la diferencia que el anexo con el foliculo piloso
cuenta con su musculo pilo erector (Mu). Imagen obtenida y modificada de: Debeer S et al 2013 (52).
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Como se puede observar en la imagen anterior, no se encontraron diferencias significativas
en la estructura de la piel, guardando homologia en el estrato epidérmico queratinizado, los
anexos que la atraviesan (en este caso, un foliculo piloso), la dermis cuyo espesor conserva
las estructuras homologas (tejido adiposo y glandulas sudoriparas). Desde el punto vista
citologico, se reportaron similitudes entre la piel de cerdo y la piel humana. Ademas, se
realizaron estudios inmunohistoquimicos en la piel de cerdo para analizar su reactivad frente
a antigenos presentes en las células humanas residentes en la piel y los resultados de estos
estudios demostraron que las células de la piel del cerdo reaccionaron a la mayoria de estos
antigenos, a excepcion de aquellos antigenos que son portados por las células presentadoras
de antigeno o antigenos que estan relacionados con la histocompatibilidad. Es importante
destacar el hallazgo de la presencia de colageno tipo IV y VII en la piel de cerdo que se
expresan también en la membran basal del humano (52).

Si se consideran las diferentes areas de la superficie corporal, se puede observar variaciones
en el grosor y la composicion de los componentes de la piel. Al analizar las localizaciones de
la piel de cerdo, se pueden apreciar diferencias significativas en el grosor tanto de la
epidermis como de la dermis, asi como en el grosor especifico de cada una de estas capas
(53).

Es importante destacar que la capa dérmica juega un papel crucial en la reparacion de heridas,
debido a la presencia de fibras y otros componentes de la matriz extracelular. Estos elementos
desempefian un papel fundamental, ya que proporcionan soporte estructural que promueve la
migracion y proliferacion de las células de la dermis que termina favoreciendo la
cicatrizacion de la piel. Por lo tanto, el grosor dérmico adquiere una relevancia particular en
la capacidad de la piel para sanar adecuadamente (53 - 55). Al analizar la presencia de
colageno tipo III (ver grafica 2), se encontré6 que este componente tiene una composicion
promedio de aproximadamente 10.10% +/- 0.78%. Estos resultados muestran que no existen
diferencias significativas en cuanto a su presencia en diferentes ubicaciones de la piel de
cerdo (53).

Por otro lado, en cuanto al colageno tipo I, se ha reportado una variacion mas significativa
en su composicion promedio cuando se estudian localizaciones especificas de la piel del
cerdo (ver grafica 2). En términos generales, se puede afirmar que la composicion de
coladgeno en la piel de cerdo es similar, independientemente del lugar donde se realice la
medicion. Sin embargo, se observa un patron en la relacion de composicion entre el Colageno
tipo I y el Colageno tipo III, siendo de aproximadamente 2.5:1 respectivamente (53).

Podemos concluir que la histologia, la citologia y los componentes macromoleculares
presentes en la matriz son similares tanto en la piel de cerdo como en la piel humana. En
cuanto al resto de las fibras, como las fibras elasticas, se ha constatado que estan presentes
en la piel de cerdo en un rango de aproximadamente 4% a 10%. Estos resultados son
comparables con la composicion de fibras eldsticas en la piel humana. Por lo tanto, se puede
establecer una homologia entre la presencia y la proporcion de estas fibras en ambos
especimenes, resultados relevantes para comprender la estructura y composicion en la piel
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de cerdo, lo cual puede tener implicaciones en su aplicabilidad en diferentes industrias, y lo
que acontece, a la cobertura de piel (52, 53).

il

Lower Inner Outer Fore LegHind Leg Rostral Mid Caudal Rostral Mid Caudal
Jaw Ear Ear Back  Back Back Belly Belly Belly

B Type lll Collagen ™ Type | collagen

Gréfica 2: Grado de composicion de Colagenas en diversas localizaciones de piel de
cerdo. Se analizaron 11 regiones con el objetivo de analizar las diferencias en grado de
composicion de las colagenas tipo | 'y 111. Se encontr6 que la colagena tipo 111 esta presente
con una participacion promedio del 10.10% +/- 0.78; mientras que la colagena tipo | se
presenta con mayores diferencias en el grado de composicion. Lower Jaw = Parte baja de la
mandibula, Inner Ear = Cara interna de la oreja, Outer Ear = Cara externa de la oreja, Fore
Leg = Pata delantera, Hind Leg = Pata trasera, Rostral Back = Extremo superior de la
espalda, Mid Back = Parte media de la espalda, Caudal Back = Extremo inferior de la
espalda, Rostral Belly = Extremo superior del abdomen, Mid Belly = Parte media del

abdomen, Caudal Belly = Extremo inferior del abdomen. imagen obtenida y modificada de: Tumer NJ et al
2015 (53).
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Coberturas de piel de cerdo para el cuidado de las heridas por
quemaduras

La piel de cerdo, al igual que muchas otras a lo largo de la historia, ha sido utilizada como
cobertura para heridas en la piel. El xenoinjerto implica transferir piel de un animal a la herida
de un humano. Se han realizado menciones de este procedimiento por Canaday y Lee,
quienes utilizaron piel de lagarto y de oveja respectivamente, con el objetivo de lograr una
cobertura permanente. Mas adelante, Davies y Silvetti emplearon piel de embrion bovino, lo
cual no solo arrojo resultados mas favorables, sino que también permitié una compresion
mas clara de la cobertura temporal (54).

A partir de la década de 1960, la piel de cerdo gan6 popularidad como xenoinjerto, como
cobertura de la variedad terapettica, y se convirti6é en una parte integral del cuidado de las
quemaduras. Desde entonces, ha sido el material més utilizado y estudiado en este campo
(54).

Después de aplicar la cobertura con piel de cerdo, se ha observado que no se produce
vascularizacion, es decir no hay crecimiento de capilares ni conexiones entre los vasos
sanguineos de la piel de cerdo y los del huésped. En su lugar, se forma un tejido de
granulacion entre la cobertura y la herida en proceso de reparacion. La nutricion de este tejido
se lleva a cabo de manera pasiva a través de la difusion, lo que significa que su viabilidad se
mantiene solo durante un periodo de tiempo limitado (ver figura 10). Eventualmente, ya sea
al completarse la reparacion de la herida o al cambiar el apo6sito, la cobertura se desprende.
Es importante destacar que, tanto en la finalizacion de la reparacion de la herida como en los
casos de cambio de apdsito, no se ha observado una respuesta inmunoldgica ni la formacion
de anticuerpos anti-injerto. Ademas, se ha evidenciado la ausencia de rechazo en casos de
segundo re-injerto a lo largo del tiempo (54, 55). Cuando se utiliza un apdsito no viable, los
resultados son similares sin presentar diferencias significativas. Por consiguiente, la piel de
cerdo puede considerarse como una protesis de coldgeno y fibrina (54).

En Ia clinica, historicamente se ha seguido el siguiente protocolo para el procesamiento de la
piel de cerdo (54):

2 Métodos: Piel fresca o Preservada, cada uno con beneficios particulares:

- Piel fresca: Potencialmente viable. Puede durar almacenada por refrigeracion por
criopreservacion hasta por 3 semanas.

- Preservada: Se prolonga su almacenamiento y disminuye su viabilidad. No hay datos
que muestren resultados diferentes en cuanto a la efectivad de las coberturas en la
reparacion de la herida. Los medios de preservacion son variados:

o Liofilizada: Secado-Congelado
o Deshidratacion quimica con glicerol: Disminuye antigenicidad, la carga viral
y bacteriana
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o Esterilizacion: con radiaciéon gamma, 6xido de etileno, plasma con peréxido
de hidrogeno.

El proceso de preparacion del xenoinjerto es el siguiente (54):

En primer lugar, se procede al sacrificio del animal en un recinto que cumple con las medidas
bioéticas y de investigacion necesarias. A continuacion, se elimina el pelo del animal
mediante el vertido de agua a una temperatura de 60° C.

Una vez realizada esta etapa, se procede a limpiar la piel con una solucién de iodo-povidona
al 10%. Posteriormente, la piel es sometida a una cosecha utilizando un demotomo, con un
rango de espesor de 0.014 a 0.016 pulgadas (0.3556 a 0.4064 mm). Dependiendo de la zona,
la piel puede constar de una o dos capas, siendo comunmente dos.

Después de la cosecha, las capas de piel son sometidas a dos lavados en solucién salina. A
continuacion, se colocan en una solucion de medio Dulbecco Modified Eagle suplementado
con glicerol (150 ml/L), penicilina/estreptomicina y bicarbonato de sodio.

Una vez preparadas, las capas de piel se guardan en bolsas de polietileno y se congelan
gradualmente hasta alcanzar una temperatura de -90° C. También es posible conservar la piel
utilizando nitrogeno liquido a una temperatura de -196° C, con una duracién maxima de 12
meses.

Finalmente, la piel es esterilizada mediante radiacion gamma utilizando Cobalto 60,
aplicando una dosis de entre 18.8 y 23.8 Gy.

Para su uso, es descongelada en inmersion de agua salina por 10 minutos. Lavada en iodo
povidona 10 % por 5 — 10 minutos. Vuelta a la lavar en solucién salina por el mismo periodo
de tiempo de 10 minutos y esta lista para su uso. (54)

La aplicacion de la cobertura en la terapéutica del paciente quemado se realiza a través de
diferentes enfoques, los cuales se describen de la siguiente manera (54, 55):

La primera forma de aplicacion es como una cobertura temporal hasta la curacion espontanea,
también conocida como reepitelizacion. Esta aplicacion se lleva a cabo aproximadamente 48
horas después de la quemadura, cuando la exudacion ha disminuido, lo que permite una mejor
adherencia. En algunos casos, este periodo puede ser incluso menor a 24 horas. Dependiendo
de las condiciones del paciente y del objetivo terapéutico, la cobertura puede ser cambiada
en intervalos variables, que pueden ser de 1, 2, 3, 4, o hasta 15 dias. Esta forma de cobertura
se utiliza en quemaduras superficiales de grado I, quemaduras superficiales de pequefio
espesor de grado II A, en sitios que han donado el injerto y en condiciones exfoliativas como
el sindrome de Stevens-Johnson.

Otra forma de aplicacion es como una cobertura temporal hasta la cobertura definitiva. Se
utiliza cuando la quemadura no puede recibir un autoinjerto o cuando no hay suficiente piel
disponible. Esta opcion se aplica después de la escision quirurgica inmediata de la herida por
quemadura, cuando el injerto del donador es insuficiente, o cuando hay sospecha o
diagnostico de infeccion en el sitio que se espera que reciba el autoinjerto en el futuro.
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Ademas, existe la técnica de injerto sobrepuesto, también conocida como técnica de
sandwich. Esta técnica se utiliza en heridas infectadas, donde la aplicacion de la cobertura y
los cambios posteriores reducen gradualmente la contaminacion. El objetivo de esta técnica
es separar los bordes necrotizados de la piel sana, lo cual es especialmente relevante en
quemaduras causadas por productos quimicos o ulceras. Este enfoque actia como un
desbridamiento biologico y acelera el proceso de reparacion. En algunos casos, puede reducir
el tiempo de cicatrizacion de la herida de 14 a 8 dias, lo cual resulta beneficioso.

La cobertura de piel de cerdo en el paciente quemado produce varios resultados clinicos
beneficiosos (ver figura 10) (54, 55):

En primer lugar, se observa una reduccion considerable en la sensacion de dolor
experimentada por el paciente. Esto proporciona alivio y mejora su calidad de vida durante
el proceso de cicatrizacion.

Ademas, esta cobertura facilita la movilizacion tanto del paciente en general como del area
especifica quemada. Esto contribuye a una mayor comodidad y una recuperacion mas rapida,
ya que el movimiento y la actividad fisica adecuada son fundamentales en el proceso de
rehabilitacion.

La cobertura de piel de cerdo también desempeiia un papel importante en la proteccion fisica
de la lesion. Actlia como una barrera que ayuda a prevenir infecciones y evita la pérdida
excesiva de calor, fluidos, proteinas y electrdlitos del area quemada.

Otro beneficio es la reduccion de la colonizacion e infeccion de la herida. La piel de cerdo
posee propiedades antimicrobianas y ayuda a mantener la herida en condiciones 0ptimas para
la cicatrizacion, minimizando el riesgo de complicaciones infecciosas.Finalmente, la
cobertura de piel de cerdo se caracteriza por su capacidad de adherencia, independientemente
de la viabilidad de la piel del cerdo utilizada. Esto significa que no es necesario utilizar
material de sutura o equipos adicionales para asegurar su fijacion a la herida.

Se ha utilizado la piel porcina por mas de medio siglo. Herbert, L y colaboradores (56)
demostraron que el uso de la piel porcina para el tratamiento de quemaduras es eficaz para el
tratamiento y reparacion de la herida, promoviendo la cicatrizacion, reduciendo la percepcion
del dolor, un transcurso de la terapéutica con menor riesgo de infeccion y unos resultados
favorables en la rehabilitacion del paciente

Angelo A y colaboradores (57) y mas adelante, la investigadora Diana Kitala y et al (58)
demostraron que la cobertura de piel porcina tiene efectos benéficos como opcidn terapéutica
para heridas por quemaduras.
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Figura 10: Fotografias de aplicacion de la cobertura de piel de cerdo. a, Aplicacion de
la cobertura tras 24 horas del proceso quirargico, inicialmente es con ap6sito que brinda
soporte mientras se adhiera el sustituto de piel a la herida. b, Después de 24 horas, el
sustituto se encuentra adherido a la superficie de la herida, no hay espacio muerto entre
estas superficies. ¢, El apésito adquiere cierto tono tras una buena adherencia que permite
un intercambio adecuado de humedad y gases, lo que brinda un medio adecuado para la
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Antecedentes

Cultivo  celular  sobre  piel porcina
radioesterilizada (PPR)

Cabello y colaboradores han evaluado el cultivo de células troncales mesenquimales
derivadas de tejido adiposo humano (hADMSC) sobre PPR. Este biomaterial ha sido tomado
como una cobertura para el tratamiento de heridas crénicas o por quemaduras. Tenian el
objetivo de valorar este andamio y celularizarlo para trasplantar células troncales al sitio de
lesion, de esta manera buscaron que las células multipotenciales (59); llegaran al sitio de
lesion comenzaran a adherirse, proliferar, diferenciarse y secretar factores de crecimiento,
citocinas y promover la deposicion de componentes de la matriz extracelular para apoyar la
reparacion de la herida. Sembraron hADMSC a una densidad de 60,000 células en 2cm?2 del
andamio, el cual se dejo incubar 1 horas e inmediatamente después se anadido medio de
cultivo suplementado para permitir el cultivo de las células sobre el biomaterial, el cual se
dejd incubar 24 horas. Transcurridas las 24 horas realizaron ensayos de viabilidad celular con
el kit (LIVE/DEAD, viability/cytotoxicity for mammalian cells, Molecular Probres) (ver
figura 11).
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Figura 11: La piel porcina radioesterilizada permite la adhesion de
células madre mesenquimales. Las células vivas se tifien de calceina (verde)
y las células muertas con homodimero-1 de etidio (rojo). La densidad celular
teflida con calceina muestra el gran numero de células viables, la minima
presencia de homodimero -1 de etidio sugiere que el andamio presenta buena
viabilidad. Fotografia detectada con apoyo de AxioVision epifluorescence

microscope (Carl Zeiss) a escala de 100 um. imagen obtenida y modificada de Cabello-Arista
B y colaboradores 2022 (59).

Cabello y colaboradores encontraron que la PPR permite la adhesion y viabilidad de las
hADMSC. También hallaron que este andamio promueve y aumenta el deposito de colageno
por parte las células cuando es utilizado como cubierta de piel en heridas por quemaduras en
un estudio sobre murinos (59).
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Sanchez y colaboradores probaron de la misma manera que el biomaterial en cuestion permite
la adhesion, proliferacion y viabilidad de las células hADMSC (ver figura 12). Ademas,
observaron que la PPR tras el tratamiento con cloro e irradiacion con Cobalto conserva restos
celulares (ver figura 13) (60).

Figura 12: Adhesion y viabilidad de células madre
mesenquimales derivadas de tejido adiposo humano sobre
piel porcina radioesterilizada. Las células viables se tifieron
con calceina Am (verde) y las células muertas con homodimero-
1 de etidio (rojo). Se observa la intensa densidad de calceina, lo
que sugiere una buena viabilidad, ademas que se aprecia que la
morfologia se preservé lo que indique que el andamio permite
la adhesion y proliferacion. Fotografia analizada con
microscopio confocal LSM 780 y ZEN 2010 Carl Zeiss
software a escala de 100 um. RPS = Piel porcina

radioesterilizada. Imagen obtenida y modificada de Sanchez-Sanchez R y
colaboradores 2015 (60).
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Figura 13: La piel porcina radioesterilizada conserva restos
celulares. La PPR conserva ciertos restos celulares tras haber
sido tratada con hipoclorito e irradiacion con Cobalto. Imagen

con escala de 100 um. Imagen obtenida y modificada de Sanchez-Sanchez R y
colaboradores 2015 (60).

Ortega-Sanchez C y colaboradores (61) cultivaron células autdlogas, entre estas fibroblastos
y queratinocitos en la PPR. Encontraron que los queratinocitos cultivados sobre este andamio
presentan alta viabilidad y valoraron también si el andamio estimulaba a los queratinocitos a
secretar mayores cantidades de FGF, y demostraron un incremento en sus valores de 0.5 pg
a diferencia de los valores del grupo control.

Las nanoparticulas de plata (AgNPs)

La naturaleza antimicrobiana de la plata esta ampliamente documentada, demostrando su
capacidad incluso para combatir cepas resistentes. Los informes historicos datan del afio
4,000 a.C., y uno de los primeros historiadores reconocidos, Herodoto, ya mencionaba el uso
de la plata en materiales y utensilios debido a sus reconocidas propiedades. Especificamente,
se han reportado aplicaciones de plata en la recuperacion de heridas, el tratamiento de ulceras
y la profilaxis contra infecciones. Incluso antes del descubrimiento de los antibioticos, las
formulaciones de plata se utilizaban como terapia antimicrobiana, tanto de forma tépica como
oral. Desde el siglo XVI, se han empleado recubrimientos de plata para tratar heridas por
quemaduras (62)

Las nanoparticulas se definen como la disposicion de dtomos y moléculas de uno o varios
elementos en el rango de tamafio de 1-100 nm (ver figura 14). Esta presentacion en forma de
nanoparticulas confiere propiedades distintas a las que exhiben en su forma macroscopica.
Préacticamente todos los metales pueden procesarse hasta convertirse en nanoparticulas, como
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el oro, el titanio, el magnesio y la plata. Las nanoparticulas tienen la capacidad de eliminar o
inhibir bacterias, hongos, levaduras e incluso virus (62 - 65).

HV=100kV

Figura 14: Microfotografia de nanoparticulas de plata
(AgNPs) con microscopio electrénico de barrido.
Escala de 20 nm. Se observa el resultado del
procesamiento “Top-Down” de plata a granel por
procesamiento quimico, con morfologia esfeérica.
Fotografia tomada con micrsocopio electrénico de
transmision JEOL JEM-1230 (Tokyo, Japan) con voltaje

acelerado de 100 KV. imagen obtenida y modifica de: Pérez-Diaz MA et
al 2018 (64).

En la actualidad, las AgNPs son las mas prevalentes en productos comerciales, encontrandose
en hasta un 55% de ellos. Estas particulas han despertado un creciente interés en diversas
areas de investigacion, como la medicina, la industria textil, la quimica, los biosensores, la
electronica y la optica. Este resurgimiento y el interés en las diferentes propiedades de las
AgNPs han brindado nuevas posibilidades a la tecnologia. (62, 64)

La presencia en el mercado de diversas opciones de sustitutos de piel impregnados con plata
en diferentes presentaciones evidencia las ventajas de la plata como medida profilactica
contra infecciones. En ensayos realizados en animales in vivo, se ha demostrado que los
apositos con plata reducen significativamente la inflamacidn, sin afectar el eritema ni la
epitelizacion. Entre las diferentes opciones de coberturas de plata, los biomateriales
impregnados con nanoparticulas de plata (nanocompuesto) han demostrado una mayor
eficacia en términos de profilaxis (63, 66).

Mecanismo de accion

Varias caracteristicas de las nanoparticulas, como su tamafio, morfologia, carga eléctrica,
cristalizacion, potencial zeta e ionizacion, entre otras, influyen en sus propiedades
antimicrobianas. En particular, el tamafio de las nanoparticulas muestra una relacion inversa
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con su actividad antimicrobiana (ver figura 15). Esto se debe a que las particulas mas
pequenias pueden cubrir una mayor superficie de la membrana o pared bacteriana en
comparacion con particulas mas grandes (62).

La accién antimicrobiana de las nanoparticulas se debe a varios mecanismos, como el dafo
a la pared y/o membrana celular, la generacion de especies reactivas de oxigeno, el estrés
oxidativo intracelular y extracelular, asi como la formacion de radicales libres (62, 67).
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Figura 15: Mecanismo de accion de las nanoparticulas de plata (AgNPs). El tamafio
dentro del rango de nanoparticulas facilita la aglomeracion e interaccion de las AgNPs con
la pared y/o membrana de la bacteria. Esta interaccion por cargas o por el mismo potencial
zeta genera la penetracion e introduccion hacia el interior de la bacteria. La presencia del
metal implica la ionizacion y consecuentes cascadas de oxidacion por macromoléculas
presentes en la membrana y proteinas citosolicas. Se piensa que el metal y su carga implica
interacciones con otros metabolitos que dificulta su interaccion en la via celular o como
sustrato de otras enzimas necesarias. Imagen obtenida y modificada de:Gharpure S et al 2020 (62).

Estudios recientes han revelado que el amplio espectro de accion de las AgNPs abarca
bacterias Gram+, Gram-, y especialmente bacterias multidrogo resistentes. Este efecto se
atribuye a la exposicion al oxigeno en el entorno y el incremento proporcional de especies
reactivas de oxigeno, la biodisponibilidad y el grado de difusion de las particulas, factores
que aun estan siendo investigados. Se ha observado que las AgNPs potencian la ionizacion,
lo que promueve la formacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) y, como resultado, su
efecto bactericida (67). Estas particulas pueden actuar tanto individualmente como en
sinergia con fAirmacos y/o compuestos organicos de los cuales se conoce la biodisponibilidad,
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el sitio de accion y la dosis. Estudios in vitro e in vivo han demostrado resultados positivos
(68, 69)

Estos diversos mecanismos mencionados actian simultaneamente y, ademads, se puede
agregar el farmaco, lo que genera un sinergismo que potencia su accion y respuesta,
permitiendo reducir la dosis y, por lo tanto, los efectos secundarios asociados tanto a las
nanoparticulas como al farmaco (69).

Cabe senalar que las bacterias no han demostrado un mecanismo de resistencia frente a las
AgNPs, lo que hace que las AgNPs sean efectivas como agentes de amplio espectro (56).
Esto las convierte en una opcidon adecuada para su aplicacion en diversos aspectos médicos,
incluyendo diagnoéstico, tratamiento, terapéutica, instrumentacion y profilaxis.(62, 63, 65 -
69)

De esta manera, las nanoparticulas de plata se presentan como una opcién prometedora tanto
como agente profilactico como antimicrobiano activo de amplio espectro. Su eficacia abarca
no solo microorganismos bacterianos, sino también organismos de otras clases taxondmicas,

lo que las convierte en una herramienta valiosa para prevenir la contaminacion e infeccion
de heridas.

Cultivo celular sobre piel porcina radioesterilizada e impregnada
con nanoparticulas de plata (nanocompuesto).

Las nanoparticulas de plata (AgNPs) fueron obtenidas a través del método conocido como
“top-down”, es decir, de una estructura grande se obtienen fragmentos cada vez mas
pequetios hasta el rango de nanoparticulas (1 — 100 nm). El proceso de reduccion de la plata
a granel fue por reduccion quimica como Pérez-Diaz y colaboradores demostraron (60),
donde a partir de una dispersion coloidal suspendida en un medio acuoso es sometida a
solventes orgéanicos y consecuentemente seran reducidas (64). En resumen, 100 ml de 10 nM
de solucion AgNO3 fue mezclada con 0.1g de acido galico y disuelto en 10ml de agua
desionizada. Después, el pH fue inmediatamente ajustado a 11 y tras la reaccidn, la
suspension fue dializada para purificar las AgNPs (64).

Pérez-Diaz et al. Probaron concentraciones de inhibicion minima (MIC) de las nanoparticulas
de plata contra Stenotrophomonas maltophilia y Staphylococcus aureus (ver grafica 3),
donde los microorganismos tras haber sido cultivados por 24 horas se sometieron a diluciones
seriadas de AgNPs (64).
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Grafica 3: Andlisis cuantitativo de la inhibicion de microorganismo
por las nanoparticulas de platas. Se analiz6 contra S. aureus y S.
maltophilia. Se presenta en Log 10 del nimero de unidades formadoras
de colonias (CFU), analizados desde una dilucién de 8 vs la piel porcina
radioesterilizada e impregnada (AgNPs-RPS) a 125 ppm; 250 ppm; 500
ppm; 1,000 ppm.*p < 0.05 ANOVA, Tukey pos hoc test. Grafica obteniday

modificada de Pérez-Dias y colaboradores 2018 (64).

Pérez-Dias y colaboradores caracterizaron y describieron la concentracion de AgNPs eficaz
que al impregnar la piel porcina radioesterilizada (PPR) inhibe el crecimiento bacteriano y
permite conservar las cualidades de la PPR al permitir la adhesion celular (ver figura 16).
Sembraron células madre mesenquimales derivadas de tejido adiposo (ADMSC) a una
densidad de 30,000 células en 1 cm? de varias PPR impregnadas a concentraciones seriadas
(1,000 ppm; 500 ppm; 250 ppm; 125 ppm), estos andamios impregnados celularizados los
dejaron incubar una hora y anadieron medio de cultivo suplementado con 10% suero fetal
bovino y antibidtico 1%, asi mismo los dejaron incubar otras 24 horas. Evaluaron la
viabilidad celular los andamios (ver figura 16) con el ensayo calceina-homodimero etidio
analizado con microscopio confocal LSM 780 y ZEN 2010 Carl Zeiss y concluyeron que la
PPR concentraciones bajas como 125 ppm de impregnacion de AgNPs inhibe el crecimiento
bacteriano y al mismo tiempo permite el cultivo celular de las ADMSC (64)
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Figura 16: Viabilidad celular de células troncales mesenquimales derivadas de tejido
adiposo cultivadas sobre piel porcina radioesteriliza e impregnada a diluciones seriadas
de nanoparticulas de plata. Las células vivas se tifieron con calceina Am (verde) y las
células muertas se tifieron de homodimero-1 de etidio (rojo). Las células se sembraron a una
densidad de 30,000 células y se cultivaron por 24 horas. La intensa densidad de calceina Am
en el grupo control de piel porcina radioesterilizada (PPR= RPS), disminuye
considerablemente inversamente proporcional a la concentracion de nanoparticulas de plata
(AgNPs). Imagen tomada con microscopio confocal LSM 780 y ZEN 2010 Carl Zeiss a
escala de 100 um. Imagen obtenida y modifica de Pérez-Dias y colaboradores 2018 (64).

Planteamiento del problema

Las quemaduras extensas representan una de las lesiones mas graves y complejas en el
ambito de la medicina, ya que superan la capacidad de reparacion de la piel en el espectro de
regeneracion. Estas lesiones presentan desafios significativos, especialmente cuando la
superficie quemada es demasiado extensa para considerar el autoinjerto como una opcion
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viable. Ademas, las infecciones y contaminaciones son complicaciones comunes en pacientes
quemados, lo que aumenta la urgencia de buscar opciones terapéuticas eficaces y seguras.

En el contexto de México, la situacién se complica debido a la limitada opcién terapéutica
actual, que se basa principalmente en el uso de epifast. Esto con la posibilidad de poner en
riesgo la ventana de intervencidn terapéutica adecuada para los pacientes. Por lo tanto, es
imperativo abordar esta problematica mediante la investigacion y desarrollo de nuevas
alternativas terapéuticas que permitan mejorar los resultados clinicos y la calidad de vida de
los pacientes quemados en el pais.

La primera problematica radica en el hecho de que las heridas por quemaduras extensas
superan la capacidad de regeneracion de la piel. La piel es el principal 6rgano protector del
cuerpo humano y su funcion de barrera se ve comprometida cuando se produce una
quemadura extensa. Esto dificulta enormemente el proceso de cicatrizacion natural y
aumenta el riesgo de infecciones.

Ademéds, cuando la superficie quemada es demasiado extensa, el autoinjerto se vuelve
inviable como opcion de tratamiento. El autoinjerto implica tomar piel sana de una parte del
cuerpo del paciente y trasplantarla a la zona quemada. Sin embargo, en casos de quemaduras
extensas, la cantidad de piel sana disponible es limitada y no es suficiente para cubrir toda la
superficie afectada. Por lo tanto, es necesario explorar nuevas opciones terapéuticas que
puedan brindar una cobertura efectiva para estas lesiones extensas.

Otro desafio importante se presenta cuando el sitio lesionado tiene sospechas de infeccion.
Las infecciones en pacientes quemados pueden tener consecuencias devastadoras y retrasar
significativamente el proceso de curacion. Por lo tanto, es fundamental buscar opciones
terapéuticas que tengan propiedades antimicrobianas efectivas y puedan prevenir y tratar
infecciones de manera eficaz.

En México, la opcidn terapéutica actual se limita principalmente al uso de epifast, lo cual
implica una sola alternativa para el tratamiento de pacientes quemados. Esta limitacion pone
en riesgo el tiempo y el tratamiento médico adecuado, ya que no se cuenta con suficientes
opciones terapéuticas para abordar las necesidades de estos pacientes de manera dptima.

Por consiguiente, surge la imperante necesidad de abordar estas problematicas en pacientes
con quemaduras extensas en México mediante un enfoque de investigacion innovador. Una
propuesta prometedora radica en la creacion de coberturas de piel de cerdo, enriquecidas con
nanoparticulas de plata de propiedades antimicrobianas. Esta novedosa estrategia busca
proporcionar una alternativa terapéutica efectiva, segura y de amplio acceso, con el potencial
de optimizar los resultados clinicos y mejorar la cicatrizacion, ademés de prevenir
infecciones en pacientes quemados.

En este contexto, se plantean preguntas cruciales que requieren respuestas para fundamentar
y enriquecer este enfoque. (Es viable el cultivo de fibroblastos sobre la piel porcina
radioesterilizada e impregnada con nanoparticulas de plata? Este interrogante apunta a
explorar la interaccion entre los fibroblastos y la piel tratada, identificando si los fibroblastos
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pueden prosperar en este entorno modificado y potencialmente acelerar el proceso de
cicatrizacion.

Adicionalmente, se interroga sobre si la piel porcina radioesterilizada tiene la capacidad de
estimular a los fibroblastos para liberar mayores cantidades de Factor de Crecimiento de
Fibroblastos (FGF). Esta cuestion busca desentraiar el potencial impacto bioquimico de la
piel modificada en las funciones celulares, especificamente en la secrecion de FGF, que es
fundamental para el proceso de cicatrizacion.

Objetivos.

Objetivo general

Analizar si la PPR impregnada con nanoparticulas de plata permite la viabilidad de
fibroblastos y si promueve la liberacion de FGF.

Objetivos especificos
1. Evaluar la viabilidad celular de los fibroblastos cultivados sobre PPR y PPR
impregnada con nanoparticulas de plata.
2. Analizar la concentracion de FGF en los sobrenadantes mediante ensayos de ELISA.

Material y métodos.

Recursos Materiales
1. Caja de Cultivo (CDC) marca Corning
Linaje celular Fibroblasto de cultivos primarios
Medio de cultivo DMEM-F12 marca Gibco (MDC)
Medio de cultivo suplementado (MDC+S)
PBS pH 7.4 marca Gibco
Tripsina 0.25% marca Gibco
Suero Fetal Bovino marca Gibco
Solucidon Nanoparticulas de Plata 1,000ppm (AgNPs) caracterizado como Pérez-Diaz
MA 'y colaboradores (64).
9. Antibidtico: penicilina y estreptomicina marca Gibco
10. Kit: Human FGF-basic Standard ABTS ELISA Development Kit marca Peprotech
11. Tween-20 marca Gibco
12. ABS marca Gibco
13. Pipetas de 10 ml
14. Pipetas de 25 ml
15. Pipetas Pasteur
16. Bomba de vacio
17. Pipetor
18. Pinzas de relojero

NN R
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19.
20.
21.

22

24.
25.
26.
27.
28.
29.
30.
31.
32.
33.

34.
35.
36.

37

38.
39.
40.
41.
4.
43.
44.

Pinzas de diseccidon con dientes
Esterilizador de radiacion
Placa para ELISA de 96 pozos

. Placa de cultivo de 48 pozos (PDC)
23.

Micropipetas de 1000 pl , 200 pl, 10 pl.

Puntas para Micropipetas de 1000 pl,
Tubos Falcon de 15 ml y de 50 ml
Tubos Eppendorf de 500 pl.
Espectrometro

Micropipeta multicanal de 12 canales
Micropipeta multicanal de 8 canales
Recipiente volumétrico estéril
Campo estéril

Piezas circulares de piel de cerdo radio esterilizada (PPR) de Smm de didmetro
Piezas circulares de piel de cerdo radio esterilizada impregnada con AgNPs
diametro.

(PPR+AgNPs) a 125ppm de Smm de
Camara de Neubauer

Perforadora de metal inoxidable
Trampa para bomba de vacio

Alcohol isopropilico marca Sigma Al

200 pl, 10 pl.

. Manguera para trampa y bomba de vacio
drich

Dimetilsulféxido marca Sigma Aldrich.

Campana de flujo laminar

Equipo de incubacion celular
Equipo de irradiacion ionizante
Equipo de agitacion de laboratorio.
Equipo de lavado ultrasonico.
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Métodos

Procesamiento de Impregnacidn de la Siembrade Obtener Ensavos Analizar los

laPPR Y PPR ol fibroblastos )| sobrenadantes ) V! e Resultados

Piezas: Con Sembrar Resguardar Ensavos de ImUnoensave Herramientas:

Forma Nanoparticulas de fibroblastos sobre Rotular __cnsay! V! Excel

. 1 dami viabilidad celular ELISA
Numero Plata [125 ppm] placa / andamio Almacenar Graphpad Prism 8
T: fio
Cualitativo Concentracién
Administrar las Condiciones experimentales: Calceina / Etidio FGFb pg/ml
7
1. Control (CTL)
2. PPRindirecta (PPRi) Cuantitativo
3. PPR+AgNPs indirecta (PPR+AgNPs i) MTT
4. Células sobre PPR (C/PPR)

5. Células sobre PPR+AgNPs (C/PPR+AgNPs)

6. Solucion medio de cultivo con AgNPs (S.
AgNPs)

7. Solucién medio de cultivo con AgNPs sin
células (AgNPs blancos)

Figura 17: Diagrama de actividades del trabajo de investigacion. Autoria propia
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1. Procesamiento de la Piel Porcina Radioesterilizada (PPR)

Las laminas de PPR (ver anexo 1) fueron provistas por el Banco de Tejidos Radioesterilizados
(BTR) del Instituto Nacional de Investigaciones Nucleares (ININ). El BTR tiene la licencia
sanitaria para el procesamiento de tejidos desde el 07 de julio de 1999 y su Sistema de Gestion
de Calidad esta certificado por la norma ISO 9001:2008 desde el 01 de agosto de 2003 (64).
Se encarga de seleccionar cautelosamente al animal donador con apoyo de un veterinario, se
sacrifican en una planta de sacrificio, se traslada al banco de tejidos donde se procesa: Se
limpia, se desinfecta, se corta en tiras de tamafio y espesor adecuado; las cuales se preservan
congeladas, en glicerol o bien se deshidratan por liofilizacion. Estas se irradian con gamma
del Cobalto-60 (70).

En el BTR se verifica que todo el proceso se llevo a cabo de la manera establecida y verificada
por el Control de Calidad. Esta pieza de PPR es llevada a su destino (70).

La PPR se procesod bajo condiciones estériles y asépticas en campana de flujo y con el
material: Perforadora de acero inoxidable, pinzas Kelly rectas, 2 tubos Falcon estériles de 50
ml, y rotulador.

En la campana de flujo se expuso la PPR y se procedi6 con el apoyo de instrumentacion, la
toma de fragmentos circulares, de aproximadamente 1 cm de diametro y en cantidades
adecuadas (ver anexo 2).

Las piezas circulares se resguardaron en los 2 tubos Falcon de 50 ml. Uno de ellos se rotul6
como PPR, y quedaron las piezas listas para el protocolo.

El resto de las piezas se rotularon como PPR+AgNPs y se sometieron al proceso de
impregnacion.
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2. Impregnacion de la Piel Porcina Radioesterilizada con nanoparticulas de plata a 125
ppm (PPR+AgNPs)

Las nanoparticulas fueron sintetizadas como Pérez-Diaz y colaboradores describieron (57).
Se obtuvo un suspendido de AgNPs a 1,000 ppm.

En tubo falcon de 15 ml se preparo6 una solucion de AgNPs con agua estéril hasta una diluciéon
de 125 ppm (ver anexo 3).

En el tubo Falcon de 50 ml, que contenia las piezas restantes de PPR y que se rotulé como
PPR+AgNPs, se llend con la solucion AgNPs 125 ppm. Este tubo se dejo incubar en equipo
de agitaciéon a 37° C y a 250 rpm.

Tras 24 horas, se colocaron en sonicacion a 40kHz por 10 min (ver anexo 4). Se retir6 la
solucién de AgNPs y se realizo un lavado con PBS para retirar el exceso de nanoparticulas
de plata. Las piezas impregnadas se extendieron en una placa Petri estéril en la campana de
flujo y se dejaron secar (ver anexo 5). Una vez retirada la humedad, se almacenaron en un
nuevo tubo Falcon de 50 ml, se rotularon y las piezas impregnadas a 125 ppm estaban listas
para continuar con el protocolo.
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3. Cultivo de Fibroblastos con las condiciones experimentales de PPR y PPR
impregnada

Siembra de Fibroblastos sobre placa de cultivo / PPR

A partir de cultivo primario de fibroblastos. se expandieron en cajas de cultivo y se
sometieron a soluciéon PBS : Tripsina 25%. Se obtuvo un suspendido celular en Medio de
cultivo DMEM F-12 suplementado (suero fetal bovina 10% + antibidtico 1%).

En una placa de cultivo de 48 pozos se distribuyd la planeacion de 7 condiciones
experimentales:

1. Grupo Control (CTL): Fibroblastos cultivados sobre la placa de cultivo.

2. Grupo PPR indirecta (PPR 1): Fibroblastos cultivados sobre la placa de cultivo y
medio de cultivo no suplementado que incubo6 24 horas en contacto con PPR.

3. Grupo PPR impregnada indirecta (PPR+AgNPs 1): Fibroblastos cultivados sobre la
placa de cultivo y medio de cultivo no suplementado que incubo 24 horas en contacto
con PPR impregnada

4. Grupo Células cultivadas sobre PPR (C/PPR): Fibroblastos cultivados sobre PPR con
medio de cultivo no suplementado.

5. Grupo C¢élulas cultivadas sobre PPR impregnada (C/PPR+AgNPs): Fibroblastos
cultivados sobre PPR impregnada con medio de cultivo no suplementado.

6. Grupo Solucion medio de cultivo con AgNPs (S. AgNPs): Fibroblastos cultivados
sobre la placa de cultivo y medio de cultivo no suplementado con nanoparticulas de
plata a 125 ppm.

7. Grupo Solucién medio de cultivo con AgNPs sin células (AgNPs blancos): Placa de
cultivo sin células con medio de cultivo no suplementado con nanoparticulas de plata
a 125 ppm.

Cada grupo (vertical) se realiz6 por triplicado en la placa de cultivo a nivel de “A-B-C” (ver
anexo 6). En los grupos 1, 2, 3 y 6 se coloco en el centro del pozo una gota de 10 pl con una
densidad de 40,000 fibroblastos suspendidos en DMEM-F12 suplementado.

En los grupos 4 y 5 a nivel de “A-B-C” se coloco una pieza de PPR y PPR+AgNPs
respectivamente, de manera que la cara dérmica quedara superficial (ver anexo 7) y de esta
manera recibiera las células. También se colocd sobre la piel una gota de 10 pl con una
densidad celular de 40,000 fibroblastos suspendidos en DMEM F-12 suplementado (ver
Anexo 5).

En el grupo 7 anivel “A-B-C” se administré 320 ul DMEM F-12 no suplementado (ver anexo
6).

En los grupos 4 y 5 a nivel “D-E-F” se coloc6 una pieza de PPR y PPR+AgNPs
respectivamente. A cada pozo se le administré 320 ul de DMEM F-12 no suplementado (ver
anexo 8)
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La placa se dejo incubar 1 hora para permitir la adhesion celular. Posteriormente se
administraron 320 ul de DMEM F-12 suplementado a los 1 — 6 a nivel de “A-B-C”. Cada
protocolo de siembra de realizé por triplicado.

Cultivo de fibroblastos con las condiciones experimentales

Tras 24 horas de incubacion de las células sobre la placa de cultivo de 48 pozos. Se retiraron
los sobrenadantes a nivel de “A-B-C” y se sometieron los mismos pozos a 2 lavados con
PBS.

A los grupos 1, 4 y 5 a nivel “A-B-C” se administré 320 pl por pozo de DMEM F-12 no
suplementado (ver anexo 9).

A los grupos 2 y 3 a nivel “A-B-C” se pas6 el DMEM F-12 no suplementado que se dejo
incubar 24 horas PPR y PPR+AgNPs a nivel “D-E-F” respectivamente (ver anexo 9).

Anivel 6y 7 anivel “A-B-C” se administr6 320 pl por pozo de DMEM F-12 no suplementado
con nanoparticulas de plata a 125 ppm (ver anexo 9).

La placa se dejo incubar por otras 24 horas.

4. Obtencion de sobrenadantes

Tras las 24 horas de incubacion de los fibroblastos con las condiciones experimentales, se
resguardaron los sobrenadantes en tubos eppendorf de 1.5 ml, se rotularon y almacenaron a
-20° C hasta su utilizacion en el ensayo ELISA.

5. Ensayos de viabilidad celular

Se realizaron 2 tipos de ensayos, el ensayo cualitativo por reactivo Calceina Am /
Homodimero -1 de Etidio y, el ensayo cuantitativo por reactivo MTT.

Ensayo de viabilidad celular cualitativo Calceina / Etidio

Una vez resguardados los sobrenadantes de la placa de cultivo, se administro a los pozos a
nivel “A-B-C” 320 pl por pozo de DMEM F-12 con calceina a 1 pM y etidio a 2 uM. La
placa se dejo incubar 45 min en incubadora para cultivo celular y se tomaron fotografias a
través de microscopio vertical de fluorescencia con apoyo de software ZEN 2010.

Ensayo de viabilidad celular cuantitativo MTT

Una vez resguardados los sobrenadantes de la placa de cultivo, se administr6 320 pl por pozo
de la solucion DMEM F-12 : MTT 10%. Se dej6 incubar la placa en incubadora de cultivo
celular por 2.5 horas. Posteriormente se retird el sobrenadante y se administraron 320 pl de
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la solucidn isopropanol : dimetilsulféxido 50%. Se pas6é 100 pl por duplicado de cada pozo
de cada condicion experimental en una placa de lectura para equipo de espectrometria y se
ley6 la placa a 570 nm sin correccion de onda.

6. Ensayo ELISA

Se suspendio los liofilizados del Kit ELISA FGFb marca PeproTech, que presenta un rango
de deteccion de 63 — 4,000 pg/ml.

Se sintetizaron las soluciones de lavado, bloqueo, diluyente como especificado en la ficha
técnica del fabricante.

Se administré 100 pl por pozo del anticuerpo de captura en la placa para ensayo ELISA de
96 pozos. Se cubrio del medio externo y se dejo incubar a temperatura ambiente por una
noche.

Al dia siguiente, los sobrenadantes de descongelaron a temperatura ambiente y se
mantuvieron en agitacion hasta su administracion en la placa, que consistié en 3 curvas y las
7 condiciones experimentales (ver anexo 10y 11)

Se realiz6 el protocolo del ensayo ELISA siguiendo las especificaciones de la ficha técnica
del fabricante

La placa ELISA se leyo con equipo de espectrometria a 415 nm sin correccion de onda. Las
absorbancias se obtuvieron en intervalos de 5 minutos para un total de 5 veces en 25 minutos.
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Resultados.

Resultados de ensayo de viabilidad cualitativa Calceina / Etidio

Las Fotografias de viabilidad cualitativa Calceina / Etidio fueron analizadas con software
ZEN 2010. Este ensayo consiste en observar la tincion de los componentes celulares. La
membrana celular de las células vivas se tifie de calceina que se aprecia de color verde, el
nucleo de las células muertas se tifie de etidio que se aprecia de color rojo (ver figura 18).
Control Fibroblastos/ PPR Fibroblastos/ PPR+AgNPs

Figura 18: Fotografias de ensayo Calceina / Etidio de fibroblastos cultivados sobre
andamio PPR y PPR+AgNPs. Fotografias A) y B) tomadas con microscopio invertido y
escala de 100 um. Fotografias C), D), E) y F) tomadas con microscopio vertical y escala a
100 um. Las figuras A) y B) son fibroblastos cultivados sobre la placa de cultivo, el grupo
control. La figura C) son fibroblastos cultivados sobre PPR, la cual demostré gran adhesién
celular y estos fibroblastos mostraron buena viabilidad celular, buena morfologia. La figura
D) son fibroblastos cultivados sobre la PPR con mayor aumenta y muestra la adhesion
celular, la conservacion de la morfologia fusiforme del fibroblasto y restos celulares del
andamio bioldgico (en rojo). En la parte inferior se aprecia un foliculo piloso, resto de la piel
porcina. La figura E) y F) son fibroblastos cultivados sobre la PPR impregnada con
nanoparticulas de plata a 125 ppm. En la figura E) se aprecia menor densidad celular y una
morfologia anormal. En la figura F) se aprecia mayor densidad celular que la impregnacién
dificulta visualizar al microscopio, se muestran con una morfologia esférica y mayor nimero
de celulas no viables. PPR, piel porcina radioesterilizada; PPR+AgNPs, piel porcina
radioesterilizada con nanoparticulas de plata a 125 ppm. Autoria propia.
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Los fibroblastos cultivados sobre la PPR mostraron buena adhesion celular, morfologia
conservada fusiforme del fibroblasto y alta viabilidad celular dado que la mayoria de las
células que se observan sobre la PPR son positivas a calceina y pocas son positivas a
homodimero de etidio.

Los fibroblastos cultivados sobre la PPR impregnado con AgNPs a 125 ppm mostraron
menor adhesion celular y una morfologia esférica anormal, lo cual indica que no es propicio
para el cultivo de fibroblastos dérmicos.

Resultados de ensayo de viabilidad cuantitativa MTT.

Después de realizar los ensayos de MTT, Los datos de absorbancia fueron analizados en
software Graphpad Prism 8. Se realiz6 test ANOVA. La prueba de Dunett compar6 el grupo
control con el resto de las condiciones experimentales y demostro (ver figura 19) que no hay
diferencias significativas en cuanto a viabilidad celular con los grupos PPR indirecto y
PPR+AgNPs indirecto y, diferencias significativas en cuanto a una viabilidad celular con los
grupos Células cultivadas sobre PPR, Células cultivadas sobre PPR impregnada, Solucion
medio de cultivo con AgNPs y Solucion medio de cultivo con AgNPs sin células.

DUNNETT
Mean  95.00% CI of Adjusted P
Diff. diff. Significant? Summary Value
-0.02121 to
CTL vs. PPRi 0.02183 0.06488 No ns 0.5713
-0.01888 to
CTL vs. PPR+AgNPsi 0.02417 0.06721 No ns 0.4713
0.08229 to
CTL vs. C/PPR 0.1253 0.1684 Yes HoHAK <0.0001
0.1134 to
CTL vs. C/PPR+AgNPs  0.1615 0.2096 Yes otk <0.0001
0.1551 to
CTL vs. S. AgNPs 0.1982 0.2412 Yes oAk <0.0001
0.1631 to
CTL vs. AgNPs blancos 0.2062 0.2492 Yes otk <0.0001

Figura 19: Grafica de Dunnet de viabilidad celular de fibroblastos. Autoria propia
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Se graficaron los datos de MTT (ver figura 20). Se grafico el valor de media y error estandar.
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Figura 20: Grafica de viabilidad celular de fibroblastos. Los grupos 2 y 3 no mostraron
diferencias significativas respecto al grupo control. Los grupos 4 — 7 mostraron diferencias
significativas respecto al grupo control. P <0.0001. ABS, Absorbancia. Autoria propia.

Lo que implica que el medio de cultivo que incub6 por 24 horas con la PPR y la PPR
impregnada no modifica la viabilidad celular.

En cuanto al andamio de PPR y la PPR+AgNPs modifican negativamente la viabilidad
celular, pero sin diferencias significativas entre estos dos biomateriales. Lo que implica que
el andamio impregnado no modifica negativamente la viabilidad celular en comparacion al
andamio no impregnado.

Resultados de ensayo ELISA

Una vez que se realizaron los ensayos, se obtuvieron los sobrenadantes de los diferentes
cultivos para analizar la liberacion de FGF mediante ELISA. Los datos se registraron en
software Excel. Se grafico las absorbancias de concentraciones conocidas de FGFb pg/ml de
las curvas patrén y se obtuvo la funcion (ver figura 21) de la tendencia. De esta funcion se
despejo “x” que representaba la concentracion de FGFb y se sustituyeron los valores de
absorbancia de las muestras.
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Grafica y tendencia del promedio de las absorvancias de

las curvas patron y = 0.0002x + 0.2668
R? = 0.9652
0.7
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Figura 21: Grafica de los valores conocidos de concentracién de FGFb en las curvas del
ensayo ELISA.

Los datos de FGFb pg/ml de las muestras se analizaron en Graphpad Prism 8 y se realiz6 test
ANOVA. La prueba de Dunnett (ver figura 22) compar6 el grupo control con el resto de las
condiciones experimentales y sugiri6 que no hay diferencias significativas con las
condiciones experimentales. Lo que implica que la incubaciéon de los andamios PPR y
PPR+AgNPs, ni el cultivo de fibroblastos sobre el andamio PPR y sobre la PPR+AgNPs no
modifica los valores de FGFb presentes en el sobrenadante.

DUNNETT
Mean Diff.  95.00% CI of diff.  Significant?

CTL vs. PPRIi -71.57 -309.2 to 166.1 No
CTL vs. PPR+AgNPs i -243.3 -491.9 to 5.275 No
CTL vs. C/PPR 75 -190.7 to 340.7 No
CTL vs. C/PPR+AgNPs 17.17 -248.6 to 282.9 No
CTL vs. S. AgNPs 53.83 -211.9t0 319.6 No
CTL vs. AgNPs blancos 12 -253.7 t0 277.7 No

Figura 22: Test de Dunnett de las concentraciones de FGFb entre el grupo control y el
resto de las condiciones experimentales.
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Se grafico los datos de concentracion de FGFb de las condiciones experimentales. Se grafico
la media y error estandar (ver figura 23). No se encontraron diferencias significativas.
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Figura 23: Grafica de las concentraciones de FGFb de las condiciones experimentales.
No hay diferencias significativas entre el grupo control y el resto de las condiciones
experimentales.

Dado que los resultados con MTT mostraron menor viabilidad celular con respecto al control,
se busco normalizar los datos obtenidos de FGF con el numero de células, es decir la relacion
entre la secrecion de FGF con respecto al nimero de células por ensayo. Después de realizar
la normalizacion se observa que los fibroblastos cultivados sobre PPR incrementan la
concentracion de FGF (ver figura 24).
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Figura 24: Normalizacion de la liberacion de FGF
con respecto a la media obtenida por los ensayos de
MTT.
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Discusion.

La piel porcina radiesterilizada (PPR) ha demostrado ser un andamio adecuado para cultivar
células troncales (59 - 61, 64). El ensayo calceina / etidio demostré que los fibroblastos
cultivados sobre la PPR presentan buena adhesion celular, alcanzan alta densidad celular y
conservan la morfologia fusiforme caracteristica del fibroblasto.

El ensayo Calceina / EthD-1 mostr6 que los fibroblastos cultivados sobre la PPR impregnada
con nanoparticulas de plata a 125 ppm (PPR+AgNPs) presentan una morfologia esférica.
Podria implicar que la presencia de las nanoparticulas de plata afecta la adhesion y las
uniones entre la célula y el andamio, generando una morfologia anormal como se ha
encontrado en estudios sobre células del orden mamifero que se han estudiado con
nanoparticulas de plata (71 - 74)

El ensayo Calceina / EthD-1 mostré que los fibroblastos cultivados sobre la PPR+AgNPs se
aprecian con una densidad celular menor que aquellos cultivados sobre la PPR. El andamio
PPR impregnado demostré que al tefiirse con los reactivos Calceina / EthD-1 obstaculiza la
percepcion del fibroblasto cultivado sobre el andamio impregnado (ver figura 18).

Aunque la morfologia y la mayoria de los fibroblastos cultivados sobre PPR presentan alta
viabilidad observada por los ensayos de Calceina / EthD-1, en el ensayo MTT se observa que
hay una reduccion de la viabilidad. Esto puede deberse a que al momento de realizar los
cultivos, algunas células pueden ir al fondo de la placa y no quedar sobre la PPR, quedando
una densidad menor de células y por ende menor sefial de MTT. Aunque los resultados no
mostraron diferencias significativas entre los fibroblastos cultivados sobre la PPR y los
fibroblastos cultivados sobre la PPR+AgNPs, se observa una tendencia a disminuir la sefal
en las células cultivadas con las AgNPs, lo cual se corrobora con los ensayos de Calceina /
EthD-1. Vinicius Saura Cardoso y colaboradores (75) encontraron que las AgNPs unido a
coldgeno no afecta negativamente la viabilidad la viabilidad. Chuangang You y
colaboradores (76) también demostraron que las fibras de coldageno con las AgNPs no
modifican negativamente la viabilidad celular, sin embargo, en nuestros ensayos se observo
una reduccion en la viabilidad celular con los tratamientos con AgNPs.

Anna, Lofdahl y colaboradores (77) estudiaron el efecto de las nanoparticulas de plata en la
viabilidad celular y encontraron que esta citotoxicidad depende de dos factores, de la dosis,
que a partir de 10 microgramos/ml (aproximadamente 63 ppm) y; del tiempo, cuya
citotoxicidad asciende proporcionalmente a al tiempo de interaccidon. Asi, interacciones
mayores a 48 horas reducen significativamente la viabilidad celular (78).

El andlisis de la concentracion de FGFDb de los sobrenadantes sugirié que no hay diferencias
significativas entre el grupo control y las restantes 6 condiciones experimentales. Podria
implicar los siguientes hechos: que el cultivo Unicamente de fibroblastos modifica el
sobrenadante FGFb libre, pues estos fibroblastos en cultivo secretan y depositan matriz
extracelular (MEC) (79, 80, 81). Esta MEC podria proporcionar sitios de adhesion a los FGFb
y modificar la concentracion libre en el sobrenadante de este factor de crecimiento, como
Prudovsky I 'y colaboradores (33) mencionan sobre los FGF canonicos in vivo.
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Se encontrd que la solucion de AgNPs con DMEM F-12 produce valores de FGFb en el
inmunoensayo ELISA y podria implicar que los resultados de los grupos PPR+AgNPs
indirecto y Células cultivadas sobre PPR+AgNPs sean hipotéticamente menores al resultado
actual. La literatura menciona que las nanoparticulas afectan la via de traduccion del factor
de crecimiento fibroblastico (82), con esto la fuerza de union ligando-receptor y los valores
libres del FGFb.

Dado que no se detectaron diferencias significativas en la liberacién de FGF entre los grupos
experimentales, pero si en los ensayos de viabilidad, se decidié determinar si la relacion entre
el numero de células con respecto a la liberacion del FGF mostraba cambios entre los grupos.
Se observo que tras dicha normalizacion se observa una tendencia de las células cultivadas
sobre PPR a liberar mayor FGF con respecto a los demas grupos experimentales

Idealmente podriamos apuntar a fabricar desde el plano nanométrico estos andamios, para
disminuir factores no predecibles como los sitios de adhesion que proporcionan las fibras de
la matriz extracelular, controlar y predecir sitios de union celular, la densidad celular que se
adhiere al andamio, y los factores que se adhieren al mismo andamio y los que quedaran
libres en el sobrenadante, como Yildirimer L y colaboradores (44) refieren a los andamios.

Conclusiones.

La piel porcina radioesterilizada (PPR) es un andamio util para el cultivo de fibroblastos,
permitiendo una morfologia espiculada clasica y la adhesion celular al andamio, donde la
mayoria de las células que permanecen son viables.

Los fibroblastos cultivados sobre PPR y PPR impregnada con nanoparticulas de plata a 125
ppm (PPR+AgNPs) presentaron una reduccion en la viabilidad detectada por MTT, pero no
se afecto la liberacion de FGF en ninguna condicion experimental.

PERSPECTIVAS

Si bien nuestros resultados son alentadores, es importante destacar la necesidad de
investigaciones adicionales para comprender mas profundamente los mecanismos
subyacentes de como las AgNPs interactian con las células y los factores de crecimiento.

En ultima instancia, este estudio fomenta las bases para futuras investigaciones en la
ingenieria de andamios biologicos a nivel nanométrico, con el objetivo de optimizar la
interaccion célula — andamio y potenciar la liberacion controlada de factores de crecimiento.
Presentando un impacto significativo en la ingenieria de tejidos y en la creacion en entornos
propicios para la regeneracion tisular.
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Anexos

Anexo 1: Lamina de Piel porcina radioesterilizada (PPR). Autoria propia

Anexo 2: Procesamiento de la piel porcina
radioesterilizada (PPR). En campana de flujo

de obtenian las piezas circulares de la PPR.
Autoria propia
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Anexo 3: Soluciones de nanoparticulas de plata
(AgNPs). El tubo de 15 ml (tapa roja) contiene la
solucion de AgNPs a 125 ppm, el tubo de 50 ml de
enfrente contiene las piezas de PPR que recibiran la
solucion de AgNPs a 125 ppm. Autoria Propia

Anexo 4: Sonicacion de las piezas de PPR impregnadas
con nanoparticulas de plata (PPR+AgNPs). Las piezas

tras las 24 horas en agitacion con la solucion se tifien con las
AgNPs. Adutoria propia.
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Anexo 5: Piezas de PPR impregnadas con AgNPs
a 125 ppm. Las piezas son lavadas con PBS y se retira
la humedad en la campana de flujo. Autoria propia

Anexo 6: Siembra de fibroblastos en la placa de cultivo de 48 pozos. Cada pozo de los
grupos 1 - 6 recibio 10 pl con una densidad celular de 40,000 fibroblastos suspendidos en
DMEM F-12 suplementado. Autoria propia.
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Anexo 7: Epidermis de la
pieza de PPR. La fotografia
muestra la cara epidérmica
de la PPR. Autorfa propia.
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Anexo 8: Placa de cultivo de 48 pozos con fibroblastos sembrados y el
resto de los grupos de las condiciones experimentales. En los grupos 2
y 3 a nivel de D-E-F se encuentra DMEM F-12 no suplementado en
contacto con la PPR y PPR+AgNPs respectivamente. Autoria propia.
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Anexo 9: Placa de cultivo de 48 pozos con las condiciones experimentales
administradas. Transcurridas las 24 horas de incubacién de la siembra de

fibroblastos, se retird el medio, se realizaron lavados con PBS y se
administraron las condiciones experimentales. Autoria propia.

Anexo 10: Administracion en la placa ELISA de las curvas y sobrenadantes
de las condiciones experimentales. Se administrd 100 pl por pozo. Autoria propia.
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Anexo 11: Placa ELISA tras la administracion de las curvas y los
sobrenadantes de las condiciones experimentales. Autoria propia.
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