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Valoracion de la tasa de cicatrizacion de una
ulcera aguda en ratas Sprague-Dawley, mediante
la aplicacién de células madre mesenquimatosas

autélogas, obtenidas del tejido adiposo

(Healing rate assessment of an acute ulcer in Sprague-Dawley rats
by applying autologous mesenchymal stem cells drawn from adipose
tissue)

Fernando Zeleddn-Sanchez,’ Edgar Méndez-Jiménez,? Jessica Arroyo-Hernandez,' Silvia Castro-Piedra,' Adriana
Sudrez-Urhan,*> Marco Alvarado-Aguilar,* Orlando Morales-Matamoros'

Resumen

Objetivo: se disefid un estudio que evaluara la tasa de cicatrizacién cutdnea en ulceras agudas
en ratas Sprague-Dawley después de recibir la administracién de células madre mesenquimatosas
derivadas de tejido adiposo.

Métodos: al primer grupo, denominado células madre (CM), se le administrd células mesenquimatosas
derivadas de tejido adiposo inyectadas, tanto periulcerosa como intraulcerosa. El segundo grupo,
denominado neobol (N), recibié tratamiento con neobol® tépico, cuyo principio activo es el clostebol.
El tercer grupo, denominado control (C), fue sometido a la misma manipulacién quirdrgica que los
dos grupos anteriores, pero no recibié ningun tipo de tratamiento. Después de realizar una tlcera
aguda en el dorso de las ratas y recibir el tratamiento respectivo, se evalud la tasa de cicatrizacion
(dfa 1 de la tlcera — dfa X ulcera) / dfa 1 de la tlcera en todos los grupos.

Resultados: se extrajo un promedio de 1,22 + 0,46 g de muestra y se aislaron 3,5 x 10° células,
con un inéculo promedio de 2,4 x 10* y una viabilidad del 95,5%. La positividad para el antigeno
CD29 mediante citometria de flujo fue del 96,5%. El andlisis histol6gico realizado a los 7 dfas
posteriores a la cicatrizacién clinica, demostré que el grupo de CM presenté la combinacién de
mayor vascularizacién y formacién de epitelio, asi como mayor porcentaje de cicatrizacion en
relacién con el grupo N (H[U:S,él; p<0,01)yC (Hm:10,47; p < 0,001).

Conclusion: el estudio sugiere que las células madre derivadas del tejido adiposo aumentan la tasa
de cicatrizacién.

Descriptores: células madre derivadas de tejido adiposo, tlcera, cicatrizacién, tejido adiposo.

Abstract

Objective: To evaluate the rate of cutaneous cicatrization of acute ulcers in Sprague-Dawley rats,
after receiving the administration of mesenchymal stem cells derived from adipose tissue.

Methods: There were three experimental groups. After an acute ulcer was performed in the backs
of the rats they received either stem cells (SC), Clostebol, (Neobol? group, N) or no treatment
(control group, C), the ulcer cutaneous healing rate was assessed as follows: (ulcer day 1 — ulcer day
X)/in all groups day 1. Stem cells were extracted from adipose tissue in the inguinal pad and then
injected in the Stem cells group.
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Results: An average of 1.22 + 0,46 grams (g) of adipose tissue was extracted and 3.5 x 10° cells
were isolated with an average 2.4 x 10% inoculant, 95,5% cell viability. The CD29 antigen positivity
on the stem cells assessed by flow cytometry was 96,5%. The histological analysis performed 7 days
after the clinical healing showed that the SC group showed the highest vascularization and epithelial
tissue formation. When comparing the average healing percentage among groups, only the SC group
showed significant differences in contrast with the N group (H ; = 5.61;p < 0,01)and C (H ; =
10.47; p< 0.001).

Conclusion: This study suggests that mesenchymal cells derived from adipose tissue increase the
healing rate.

Keywords: Adipose derived stem cells, ulcer, healing rate, adipose tissue.

Fecha recibido: 07 de julio 2017 Fecha aprobado: 16 de noviembre 2017

Las lesiones cutdneas conllevan una pérdida de la integridad
de la piel y son una de las mayores causas de morbilidad a
nivel mundial.' La cicatrizacién de dlceras, tanto agudas como
crénicas, representa un reto para el personal de salud que
trata a un individuo con este padecimiento. Existen multiples
tratamientos, pero ninguno ha demostrado ser verdaderamente
eficaz, por lo que muchas veces han quedado el paciente y el
médico sin soluciones terapéuticas, lo cual genera enormes
repercusiones socioeconémicas y bioldgicas a los individuos,
asi como a los sistemas de salud.?® Las células madre, debido
a su pluripotencialidad y capacidad de autorrenovacion,
representan grandes esperanzas para la terapia de estas y otras
enfermedades.*

Por otra parte, en el tejido adiposo se han descrito células
madre multipotentes con la capacidad de autorrenovacién, lo
cual convierte a este tejido en una opcién que permite extraer
gran volumen de células, con una morbilidad limitada.> Por
ejemplo, en 300 ml de lipoaspirado se pueden aislar de 2 a 3
x 108 células madre,® mientras que la aspiracién de la médula
6sea puede generar apenas de 1 x 10° células madre.*

El proceso de cicatrizacién de tlceras es complejo y requiere
la integracién de eventos moleculares y bioldgicos, tales como
la migracién y proliferacién celular, el depdsito de la matriz
extracelular, la angiogénesis v el remodelado tisular.” Se ha
hipotetizado en estudios previos, que las células madre podrian
contribuir a la cicatrizacién de ulceras y a la regeneracién de
piel, sin embargo, los estudios publicados al respecto aun son
pocos v todavia quedan muchas preguntas sin responder.?” !

Hasta la fecha, en los Estados Unidos la Food and Drug
Administration (FDA) no ha aprobado la utilizacién de células
madre derivadas de tejido adiposo (CMDTA) en ningin
tipo de patologia, en parte por la falta de estudios clinicos y
preclinicos.!*!*

De esta forma, el presente estudio pretende contribuir
a recaudar evidencia cientifica que apoye o no la terapia con
células madre derivadas del tejido adiposo en ulceras cuténeas,
en un intento por buscar un tratamiento con mejores resultados
para aliviar el dolor, angustia, incapacidad funcional, e incluso

complicaciones mortales que acontecen a millones de seres
humanos con estas patologfas alrededor del mundo.

Métodos

Animales experimentales

El protocolo del estudio fue aprobado por el Comité
Institucional de Cuidado y Uso Animal (CICUA), y los animales
fueron suministrados por el Laboratorio de Ensayos Bioldgicos
de la Universidad de Costa Rica (LEBI).

El estudio inicié con una muestra de 25 ratas (14 machos
y 11 hembras) Sprague-Dawley, con un peso de 241,8 +19,41
g, provenientes del bioterio del LEBI. Todos los sujetos de
experimentacién fueron sometidos a las mismas intervenciones
quirdrgicas (extraccién de tejido adiposo inguinal y realizacién
de una dlcera). Posteriormente, los animales fueron distribuidos
de manera aleatoria en tres grupos caracterizados por el tipo de
tratamiento postoperatorio al que fueron sometidos.

El primer grupo, el cual se traté con células madre y se
denomind CM, estuvo integrado por 8 animales (5 machos
y 3 hembras). Se suministraron CMDTA inyectadas, tanto
periulcerosa como intraulcerosa. El segundo grupo denominado
N, estuvo constituido por 9 animales (5 machos y 4 hembras)
y recibié tratamiento con neobol? tépico. El neobol® se
encuentra compuesto de neomicina y clostebol, siendo este
ultimo un esteroide de uso tépico que presenta mayores
propiedades anabdlicas que efectos androgénicos, lo cual ejerce
un efecto tréfico cicatrizante, induce la reepitelizacién, la
proliferacién celular y el acimulo de matriz extracelular, por
lo cual disminuirfa el perfodo de cicatrizacién de las lesiones
cutdneas.” A su vez, la neomicina es un antibiético familia de
los aminoglucésidos, bactericida que inhibe la sintesis proteica
bacteriana por su unién con la subunidad 30S de los ribosomas. '
El tercer y dltimo grupo utilizado como control, denominado
C, estuvo integrado por 8 animales (4 machos y 4 hembras) y
fue sometido a la misma manipulacién quirdrgica que los dos
grupos anteriores, pero no recibié ningtn tipo de tratamiento
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para la lesién, mds que la escarificacién, intervencién que se
aplicé en todos los grupos.

Todos los procedimientos fueron aprobados por el comité
de cuidado animal de la Universidad de Costa Rica y estuvieron
bajo normas de la ley de proteccién animal vigente en el pafs a
esa fecha.

Técnica quirdrgica y administracion de CMDTA

Todo el procedimiento quirdrgico fue realizado bajo anestesia
general. Los animales fueron anestesiados con ketamina (90 mg
por kilogramo de peso, intraperitoneal), lo que proporcioné mds
de 30 minutos de anestesia para realizar ambos procedimientos,
la lipectomfa y la tlcera.!”

Para la extraccién del tejido adiposo, se rasuraron ambas
regiones inguinales, y luego se impregnaron con alcohol de 70
grados y yoduro de povidona al 10%, como técnica aséptica para
la diseccién del drea mencionada. La lipectomia se efectud 17 dfas
antes de la realizacién de la dlcera y se hizo mediante la incisién
de 1 cm? en la piel inguinal, con un bisturf #10, y la extraccién del
tejido adiposo mediante técnica aséptica (Figura 1).

Mediante la misma técnica aséptica se lavé y rasurd la
porcién dorsal sobre la cintura escapular, en donde se hizo
una Ulcera cutdnea de aproximadamente 1 cm? con el uso
de un bistur{. Cinco minutos después de que se realizé la
ulcera bajo anestesia, se inyectaron los bordes de esta (a las
12, 3, 6 y 9, seglin esquema del reloj) con células madre
autélogas, no diferenciadas y provenientes del tejido adiposo.
También se aplicaron tres inyecciones intraulcerales. El total de
células madre administradas a cada rata del grupo CM fue de
aproximadamente 1000 células/gramo peso'® (Cuadro 1). Al
grupo N se le aplicé neobol® tépico v al grupo C no se le realizd
ningtin procedimiento especial. Para el dolor postoperatorio se
utilizé tramadol 50 mg/kg/dfa subcuténeo en los tres grupos.

Anadlisis de las tdlceras

Todos los animales de experimentacién se trasladaron al
bioterio en jaulas separadas. Luego, las ratas fueron removidas
desde sus jaulas individuales, colocadas junto a una regla
métrica (usada para la calibracién y estandarizacién del drea
de la tlcera) y fotografiadas en los dfas postoperatorios (hasta
en 14 ocasiones, dependiendo de la tasa de cicatrizacién de
la dlcera) con una cdmara digital con la misma distancia focal.
Las fotograffas fueron analizadas con un software especializado
(Image J® National Institute of Health, Bethesda, MD, USA),
para determinar la evolucién del drea de cicatrizaciéon de la
Ulcera. El porcentaje de regeneracién cutdnea en la dlcera
fue definido mediante la siguiente férmula: drea en el dfa
postoperatorio 1 — drea en el dfa postoperatorio X / drea en el
dfa postoperatorio 1 x 100.7"

Cuidado postoperatorio

Se vigil6 el comportamiento de los animales durante todo
el postoperatorio. Después de cada medicién de la tlcera, el
animal fue trasladado a la jaula correspondiente, en donde
pudo ingerir agua y alimento ad libitum y fue alojado bajo
las condiciones ambientales necesarias y controladas para el
bienestar postquirdrgico de todos los animales.!”

Los animales fueron mantenidos en las condiciones
normadas para esta especie, a una temperatura de 21°C,
humedad entre un 55 y 65 % y 10 cambios de aire por hora.
Los ciclos de luz fueron de 12 horas/dfa controlados de forma
automadtica. Se observaron diariamente y se cambié la burucha
junto a la limpieza de la jaula, cada 2 dfas.!”

Se wvaloré diariamente cualquier tipo de cambio en la
apariencia de los animales, habitos en la ingesta de alimentos,
agua y comportamiento que indicaran estrés en ellos. Se utilizé
la escala de estrés propuesta por Wolfensohn.!”

Figura 1. Técnica quirtrgica para la lipectomia inguinal




Aislamiento, cultivo y marcaje de las células madre

Se extrajo una muestra de tejido adiposo de ambas regiones
inguinales de las ratas, bajo anestesia general y con técnica
quirdrgica aséptica. Por gradiente de peso y por centrifugacion,
el tejido se dividié en un sobrenadante y una porcién inferior
mds densa.?

Los segmentos de lipectomfa de las ratas se trataron
individualmente y se lavaron con una solucién salina
buferizada con fosfato -PBS sin Ca** ni Mg™ y con antibiético
al 1% (Sigma®), para remover los detritos contaminantes y los
eritrocitos. El material finamente fragmentado se traté con la
enzima colagenasa tipo I al 0,1% (Sigma®) durante 45 a 90
minutos, a 37 °C en un agitador mecdnico. La colagenasa se
inactivé con un mismo volumen de medio conocido como
DMEM (por sus siglas en inglés, Dulbecco's Modified Eagle
Medium) suplementado con un 10% de suero bovino fetal (SBF).
Posteriormente, el homogenizado se centrifugd por 10 min a
1200 revoluciones por minuto y luego se filtrd, para separar
las particulas de acuerdo con su densidad, descartando la fase
superior que contenfa la grasa junto a los adipocitos diferenciados.
Luego, el infranadante se resuspendi6 en una solucién para lisis
de eritrocitos compuesta de NH,Cl 155 mM; 10 mM KHCO, y
0,1 mM EDTA, e incubados a una temperatura ambiente por 5
minutos. Después, se volvid a centrifugar y el infranadante fue
resuspendido y pasado por un filtro de 100 micrémetros.?% 2!

Citometria de flujo

Las células fueron analizadas mediante citometria de flujo
para determinar la presencia del marcador CD29, que es una
integrina de membrana y que se encuentra en las CMDTA.
Ademds, se determiné el porcentaje de células madre que
presentaban dicha protefna. Luego, las células fueron agregadas
a un medio HANK'S tripsina al 0,05% y EDTA al 0,02%, con el
fin de lograr la separacién tisular. Se trataron por 30 minutos y
luego se lavaron en la solucién buffer del citémetro de flujo. A
continuacién, se incubaron por otros 30 minutos con la solucién

buffer del citémetro de flujo, y anticuerpos monoclonales
conjugados con isocianato de fluroscefna. Finalmente, las
células fueron lavadas con PBS, fijadas con formaldehido al 4%
y analizadas mediante el citémetro de flujo.2%?!

Eutanasia y anélisis histolégico

Se tomé una ulcera como cicatrizada cuando no habfa
evidenciaclinicade esta. Luego, 7 dfas después dela cicatrizacion,
se sacrific6 cada uno de los animales de experimentacién
mediante eutanasia, administrdindose pentobarbital al 20%,
a una dosis de 140 mg/kg intraperitoneal.'” Las muestras de
piel del dorso de las ratas donde se encontraba la tlcera fueron
preparadas para el examen histolégico ulterior.

Se realiz6 una deshidratacién del especimen de piel con
alcohol etilico durante un 1 minuto, luego se aclaré con tolueno y
la peroxidasa endégena se neutralizé con peréxido de hidrégeno
al 3% por 10 minutos a temperatura ambiente. Siguié el proceso
estdndar mediante uso de un micrétomo para los cortes de piel
y se agregaron en parafina fundida a 60°C y se colocaron en un
horno, para luego dejarla solidificar a temperatura ambiente.
Las secciones fueron tefiidas con hematoxilina y eosina para la
identificacién de las capas de piel. La clasificacién histolégica se
dividié en tres grupos: a) cambios histolégicos iniciales; b) cambios
histolégicos intermedios y ¢) cambios histolégicos avanzados, tal
como se explicard en los resultados y la discusién (Figura 2).

Las piezas de tejido procesado se lavaron con PBS y luego se
incubaron con el anticuerpo anti-BrdU en la cdmara himeda,
por 16 horas, para mejorar la unién antigeno-anticuerpo y asf
verificar inmunohistolégicamente la presencia del BrdU en el
ntcleo celular.

Anadlisis estadistico

Se clasificé la presente investigacién como un estudio de tipo
correlacional. Los datos fueron presentados como promedios con

Cuadro 1. Datos obtenidos del aislamiento del tejido adiposo de las ratas del grupo tratado con células
madre, celularidad y viabilidad celular

Rata Sexo a0 PeSO  proporcien  SSUIAS  Propordon ysculo  Viabilidad Mortalidad
@) @) Pesoa  oiiml)  aisladasb (celfcm2) (%) (%)

EO1 M 260 1.8 6,9x 103 3,6 x105 50 000 1.4 x 104 98 2

E02 M 221 0,7 3,2x103  3,9x105 17 948 1,5 x 104 98 1.5

EO3 H 225 1 4,4x103 3,3x105 122121 1,3x 104 98 2

EO6 M 252 1.2 34x103  6,5x 105 25000 2,6 x104 95 5

EO7 M 237 1 4,8x103 3,8x105 18 461 1.5 x 104 97 3

EO8 M 269 2,1 4,2x103 1,2x106 26 315 4,8 x 104 92 8

EO9 H 243 0.89 78x103 2,4x105 1750000 9x103 94 6

E10 H 229 1.1 3,7x103 1,6 x106 37 083 6.5 x 104 92 8

*Proporcién peso = Peso muestra / Peso animal. E= Animales del grupo experimental

bProporcion células aisladas = Células aisladas / Peso muestra
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sus errores estdndares de la media (Media + EEM). Los errores
superiores (a > 0,05) al nivel preestablecido se consideraron
no significativos. Para contrastar la hipétesis de diferencias
entre grupos se utilizé un andlisis univariado de varianza
(ANOVA), seguido de la prueba post hoc de la diferencia menos
significativa (DMS). Cuando las variables no cumplieron con los
supuestos de homogeneidad de la varianza, se utilizé el andlisis
no paramétrico mediante la prueba de Kruskal-Wallis (H).??

Resultados

Cicatrizacion

Las medidas del porcentaje de cicatrizacién fueron
realizadas hasta en catorce ocasiones después de la generaciéon
de la Ulcera, con un numero de medida que varié dependiendo
de la tasa de cicatrizacién de cada animal. Fueron comparados
los sujetos experimentales de los tres grupos: CM, C y N. Entre
las medidas 1 y 5 no se presentaron diferencias significativas.
En la medida 6 se presenté una cicatrizacién mds acelerada
y significativamente superior por parte del Grupo CM, en
comparacién con el C H 522;p<0,02)yN (H 4, 91 p
< 0,02). Para las medldas cle los d1as 7y 8, solo se presentaron
diferencias estadlstlcamente 31gn1ﬁcat1vas con el grupo C
[[H 9,245 p < 0,02);( 3,81; p < 0,05), respectivamente]
pero no con el grupo N Iéste ultimo no presenté diferencias
significativas con el C.

A partir de la medida 9 y hasta la 14 no se presentaron
diferencias significativas en cuanto al porcentaje de cicatrizacién
entre ninguno de los grupos. Aun asi, al comparar el porcentaje
promedio de cicatrizacién entre los grupos se evidenciaron
diferencias significativamente superiores por parte del grupo
CM en relacién con el grupo N (H 5,61, p<0,01)yC
( 10 47; p < 0,001), no hablendose presentado diferencias

entre estos dos dltimos (Hm_l 13; p < 0,28) (Figura 3).

Peso de los animales

Debido a que el peso de los animales es un signo de estrés!’ y
puede repercutir en la tasa de cicatrizacién, estos fueron pesados

en tres momentos. El primer evento de pesaje se produjo cuando
se extrajo el tejido adiposo; el segundo se realizé cuando se les
practicé la Ulcera a los sujetos de experimentacién, y el tercer
pesaje, al momento de la eutanasia (entre 8 y 14 dfas después
de hecha la dlcera). Los valores correspondientes al peso de los
animales se distribuyeron de manera homogénea [LeveneLZ =
1, 90; p=0,15] y se presenté un comportamiento creciente
acorde alo esperado. Los tres momentos de pesado difirieron de
forma significativa entre los grupos [F[ZYSB]:126,29; p<0,0001].
La comparacién entre los promedios totales evidencié pesos
significativamente inferiores en los animales del grupo CM en
comparacién con el grupo N (DMS; p<0,04), no asf con el C
(DMS; p<0,14). No se presentaron diferencias significativas
entre estos dos tltimos (DMS; p<0,58).

Aislamiento y cultivo del tejido adiposo (grupo células
madre)

Los resultados alcanzados a partir de los promedios de
los valores presentados en el Cuadro 1, reflejan que el peso
promedio de los animales, previo a la extraccién del tejido
adiposo, fue de 242 g, con una recoleccién promedio de 1,22 g
de muestra y un total de 9,79 g a partir de 8 ratas. Se aislaron
3,5 x 10° células con un indculo promedio de 2,4 x 10% una
viabilidad del 95,5% y una mortalidad del cultivo del 4,43%.
Los cultivos celulares no presentaron contaminacion.

Ademéds, no hubo diferencias estadisticamente significativas
entre hembras y machos en cuanto al peso corporal (H A 2,90;
p < 0,08), el peso de la muestra de tejido adiposo (H d 73;p
< 0,39), y la proporcién del peso de la muestra en func1on del
peso corporal (H 0,01; p < 0,91). Asimismo, la proporcién
de células madre en func1on del peso de la muestra extraida,
tampoco se diferencié significativamente entre sexos (H 227,
p < 1,36).

Células madre

La citometrfa de flujo es una herramienta que permite
identificar la expresién de protefnas de membrana en distintas
células, y en este caso, poder asegurar la presencia de células
madre en los cultivos, ya que por su simple morfologfa, estas
células podrian coincidir con otro tipo celular (por ejemplo,

Figura 2. A. Cambios |n|c|ales Se aprecia tE]IdO de granulacion y presencia de la ulcera B. Cambi

i termedlos Se ewdencla la presencia de epitelio y abundancia

de vasos sanguineos. C. Cambios avanzados. Se evidencia tejido de cicatrizacion con aumento del depésito de colageno, con poca neovascularizacion. Las muestras
provenientes del grupo de células madre se encontraron en el estadio B.
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fibroblastos). Mediante citometria de flujo se pudo identificar la
presencia del CD29 en las CMDTA del grupo CM, el promedio
de positividad para el CD29 fue de un 96,58%.

El andlisis histoldgico reveld la presencia de tres condiciones
distintas de cicatrizacién. Estas fueron clasificadas de la
siguiente forma: 1) Cambios iniciales: cuando atin habfa
evidencia de tlcera desde el punto de vista histolégico; 2)
Cambios intermedios: cuando se encontraba la presencia tejido
vascularizado y epitelio y 3) Cambios avanzados: cuando habfa
tejido conectivo, epitelio, muy poca vascularizacién (Figura 2).

Se presentaron diferencias estadisticamente significativas
([—[(2):7,15; p < 0,02) entre los animales del grupo células madre
y los otros dos grupos, en cuanto a la cicatrizacién presentada
producto de la histologfa, evidenciando una predominancia en
cambios intermedios.

Discusion

El proceso de cicatrizacién requiere interacciones
entre las células de la dermis, epidermis, y la secrecién de
factores provenientes de células inflamatorias, fibroblastos y
queratinocitos.”

Uno de los principales hallazgos evidenciados por el estudio
fue que el grupo tratado con CMDTA presenté una tasa de
Cicatrizacién mas rédpida que los otros dos, siendo esta diferencia
estadisticamente significativa (p<0,05). Dicho fenémeno
también ha sido reportado por otros autores.”.!19:23

Se ha hipotetizado que las células madre podrfan contribuir
a la cicatrizacién de dlceras mediante mecanismos directos e
indirectos’?4?22> En teorfa, el uso de células madre en dlceras
cutdneas presentarfa ventajas sobre la administracion de
un Unico agente terapéutico, debido a que las células madre
podrian interactuar con el microambiente y modular la actividad
de otras células a través de la secrecién de multiples factores y
citoquinas (mecanismos indirectos).!'®* Ademds, estudios han
demostrado que las células madre mesenquimatosas se pueden
transdiferenciar hacia queratinocitos, células endoteliales,
fibroblastos y pericitos (mecanismos directos); las cuales
también secretan factores inmunomoduladores, aumentan
la matriz extracelular y contribuyen al soporte de la ulcera
y a la regulacién de la respuesta inmunoldgica en dichas
lesiones.!8202027.28 Aunque en el estudio no se buscé identificar
los factores secretados por células madre, ya sea exdgenas 0
enddgenas, las células madre administradas se marcaron con
BrdU, en un intento de analizar hacia qué estirpe histolégica
se transdiferenciarfan dichas células. Sin embargo, no se logré
identificar mediante inmunohistoquimica, rastros del BrdU.

Dentro de posibles explicaciones, es conocido que las células
aumentan su tasa de replicacién en situaciones en donde hay
estrés celular, como en una tlcera aguda. De esta forma, debido
a que el BrdU es un marcador nuclear y a que desde la inyeccién
subcutdnea hasta la eutanasia transcurrieron en promedio 28
dfas en el grupo CM, es probable que la “dilucién” del marcador

por divisién nuclear haya imposibilitado la identificaciéon de
este. Por lo tanto, en este trabajo no se pudo afirmar (pero
tampoco descartar) que hubiera diferenciacién de células madre
hacia determinadas estirpes celulares. Por otra parte, debido al
ambiente hostil que las Ulceras presentan (hipoxia, respuesta
inflamatoria, factores proapoptéticos) para el implante de células
madre, algunos autores sostienen que la mayor contribuciéon
de estas es su efecto paracrino, al secretar diversas sustancias
que promueven que las células madre residentes y otras células
fomenten la cicatrizacién. 824

Uno de los principales mecanismos atribuido a las CMDTA y
su beneficio en la cicatrizacion, es su facilidad para contribuir a
dos procesos independientes: la vasculogénesis y 1a angiogénesis.
El primero es la capacidad de promover la formacién de nuevos
vasos sanguineos a partir de células progenitoras endoteliales; el
segundo, la génesis de nuevos vasos sanguineos a partir de los
capilares existentes.! Lee et al., demostraron que las CMDTA,
bajo estimulos hipéxicos (tales como los que se presentan en una
Ulcera) son capaces de secretar factores angiogénicos (como por
ejemplo el factor de crecimiento endotelial y vascular (Vascular
Endothelial Growth Factor, VEGF) y el factor de crecimiento
de fibroblastos bdsico (Basic Fibroblast Growth Factor,
BFGF), entre otros) y aumentar la formacién de nuevos vasos
sanguineos, incrementando el aporte sanguineo, la constitucién
de tejido de granulacién y las tasas de reepitelizacién.?” En el
estudio se analizaron las muestras histolégicas de las zonas en
donde estaban las dlceras 7 dfas posteriores a la evidencia de
la cicatrizacién clinica. El patélogo que analizé dichas ldminas
se encontraba a ciegas al no conocer la procedencia de las
muestras. Se hallaron tres estadios histoldgicos. En el primero,
llamado “cambios iniciales”, todavia se evidenciaba muestras
de ulceracién y tejido de granulacién. En el segundo grupo,
denominado “cambios intermedios”, se observé epitelio, pero
gran vascularizacion, y en el tercer grupo, llamado “cambios
avanzados”, se encontré mds tejido coldgeno, epitelio y poca
vascularizacion.

Fue llamativo como las muestras provenientes del grupo
de CM clasificaron dentro del grupo de cambios intermedios,
el cual presentaba, como se menciond, mayor vascularizacién
y epitelio reciente. Diversos autores han documentado la
capacidad de las CMDTA de diferenciarse de las células

Tasa de cicatrizacion
=]
o
&

Control Clostebol Células Madre

Figura 3. Representacion grafica de la tasa de cicatrizacion en los tres grupos
experimentales. * Diferencia estadisticamente significativa.
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endoteliales.?”*3! Planat-Benard et al. observaron que células
madre cultivadas expresaban la proteina CD31, ademds de que
las células fueron capaces de formar redes de vasos sanguineos,
consistentes con la formacién de estructuras vasculares.’! En
otro estudio, ratas con una extremidad isquémica a las cuales
se les administr6 CMDTA, mejoraron la irrigacién de dicha
extremidad y se documentd procesos de angiogénesis, lo que
confirma la gran facilidad de las células madre mesenquimatosas
para formar vasos sangufneos.*?

El peso promedio de los animales fue menor en el grupo de
CM, lo que se puede explicar porque los sujetos de este grupo
cicatrizaron més rdpido, con un tiempo menor para la eutanasia.
La tasa de ganancia de peso en el grupo de CM fue de 4,46 g,
encontrdndose dentro lo estipulado en la bibliograffa.'” Por lo
tanto, los animales presentaron una ganancia de peso adecuada
y esto no repercutié en las tasas de cicatrizacién.

El estudio permite concluir que la aplicacién local de células
madre de tejido adiposo, aumenta la tasa de cicatrizacién
en Ulceras agudas. Dentro de este dmbito, el tejido adiposo
pareciera aventajar a otras fuentes de células madre, ya que no
solo abunda en el cuerpo humano, sino que es relativamente
facil de recolectar en grandes cantidades y extraer células
madre de este. Ademads, las CMDTA presentan gran potencial
para promover la formacién de vasos sanguineos, fenémeno
crucial en la reparacién de cualquier tejido lesionado. Por
supuesto, estos hallazgos podrfan beneficiar a pacientes con
multiples problemas cutdneos, tales como: quemaduras, ulceras
isquémicas, ulceras diabéticas, dlceras por compresién o por
estasis venosa, entre otras.

Aunque las tlceras crénicas son las que presentan mayor
morbilidad y el estudio se realizé en un modelo de tlceras agudas,
en las cuales el microambiente es distinto, el hecho de que en
la presente investigacién el grupo de células madre cicatrizara
primero, abre las puertas para futuros ensayos clinicos con el uso
de células madre en el tratamiento de tlceras crénicas.

Se necesitan mds estudios para contestar multiples
preguntas que alin no tienen respuestas satisfactorias: ;Cudl es
la dosis éptima de células madre que se deben administrar?,
;Es necesario administrar dosis repetidas y a qué intervalos?,
;Deben acompanarse de factores de crecimiento?, ;Cudles
son los efectos adversos de dicha terapéutica?, sSerd mejor el
tratamiento inyectado, tépico o endovenoso?, entre otras.?%10:33
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