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El trasplante autologo de células mesoteliales
como acelerm!or y Il](llliliﬂallﬂl’ dela
cicatrizacion cutanea en ratas

Autologous mesothelial cells transplantation
as accelerator and skin healing modifier in rats

Esparza lturbide, R.

Esparza lturbide, R.*, Hernandez Baro, M.C.**, Curiel Valdés, J.J.***,
Valanci Aroesty, S.*, Robles Castillo, J.*, Maydon Gonzalez, H.G.*,

Chousleb Kalach, A.****

Resumen

El propésito del presente estudio fue comprobar si el autotrasplante de
células mesoteliales peritoneales en heridas de espesor total en ratas ace-
lera y modifica el proceso de cicatrizacion cutdnea normal, basindonos en
la teoria de que las células mesoteliales provenientes de tejidos como el
peritoneo, pleura o pericardio, son responsables de uno de los procesos
de cicatrizaciéon mds rdpidos y sintetizan varios factores estimulantes y
quimiotdcticos de la cicatrizacion (causantes de las adherencias intra-
abdominales), ademds de que poseen la capacidad de diferenciarse en
otras series celulares (plasticidad).

Disefiamos un estudio experimental, analitico, longitudinal, prospec-
tivo y comparativo, en el Laboratorio de Cirugfa Experimental del Cen-
tro Médico ABC Observatorio, México D.F. (México).

Se emplearon 15 ratas cepa Wistar, divididas en 2 grupos: Grupo I
(n=5) en el que previa anestesia general, se extirparon 3 mm. de didmetro
de piel de la regién dorsal mediante técnica microquirdrgica y cierre por
segunda intencion; y Grupo II (n=10) en el que se realizé minilaparotomia
con escision de peritoneo parietal, cierre primario de la misma, escision
de piel de espesor total en region dorsal de 3 mm. de didmetro y coloca-
ci6n del autoinjerto peritoneal en la herida dorsal.

En el anilisis histolégico se revisaron 6 variables: coldgeno, fibro-
blastos, nimero de vasos, macréfagos, células inflamatorias y grado de
retraccion, para puntualizar integralmente el tipo y caracteristicas de la ci-
catrizacion en ambos grupos.

El analisis estadistico de datos se elabord con Statistical Package of
Social Sciences 17.0. Se realizo estadistica descriptiva por medio de me-
didas de frecuencia, de tendencia central y de dispersion.

Los resultados mostraron que los individuos del Grupo I presenta-
ron mayor inflamacion, fibrosis y retraccion, datos compatibles con una
fase proliferaria de cicatrizacion. En el Grupo II se encontré menor infla-
macion y fibrosis, mayor coldgeno y datos compatibles con una fase de re-
modelacion.

En conclusién, el autotrasplante de células mesoteliales peritoneales
en heridas de espesor total acelera el proceso de cicatrizacion cutanea nor-
mal en ratas ya que disminuye la inflamacién, la fibrosis y aumenta el co-
lageno.

Abstract

The purpose of this study was to verify if the autologous peritoneal
mesothelial cells in full thickness wounds on rats, speed up and adjust the
normal skin healing process. Based on the theory that mesothelial cells
from tissues such as peritoneum, pleura or pericardium, are responsible for
one of the faster healing process and synthesize stimulating wound hea-
ling and chemotactical factors (hence the genesis of surgical adhesions),
besides possessing the ability to differentiate into other cell series (plas-
ticity).

We designed a pilot, analytical, longitudinal, prospective and com-
parative study in the Laboratory of Experimental Surgery at The Ameri-
can British Cowdray Medical Center, Mexico City (México).

Were used 15 Wistar rats which were divided into 2 groups: Group I
(n = 5) where after general anesthesia, skin removed 3 mm in diameter
with microsurgical technique in the back and was close by secondary in-
tention; and Group II or experimental group (n = 10) where laparotomy
was performed with excision of the parietal peritoneum and primary clo-
sure, excision of full thickness skin on the dorsal surface of 3mm diame-
ter and peritoneal autograft placement on the dorsal wound. In histological
analysis, were reviewed 6 variables: collagen, fibroblasts, number of ves-
sels, macrophages, inflammatory cells and retraction, to point out fully
the nature and characteristics of healing in both groups.

For the statistical analysis we used Statistical Package for Social
Sciences 17.0. The descriptive statistics was made using frequency mea-
sures of central tendency and dispersion.

The results showed that the Group I rats, had increased inflammation,
fibrosis and retraction, data support a proliferative phase of healing. In
the Group II or experimental were found less inflammation and fibrosis,
increased collagen and data consistent with a remodeling phase.

In conclusion, we found that autologous peritoneal mesothelial cells
in full thickness wounds accelerates the normal skin healing in rats by de-
creasing inflammation, fibrosis and increased collagen.
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Introduccion

Las células mesoteliales son responsables de generar
en forma de islas, el proceso mds rapido de cicatrizacion
y regeneracion tisular en el humano, de ahi la génesis de
las adherencias intrabdominales; este proceso activa la se-
cuencia de inflamacion, el depdsito de fibrina junto a exu-
dado inflamatorio y, posteriormente, una organizacion de
la fibrina con invasién de fibroblastos que conduce a la
creacién de colageno, seguida por su maduracion hasta
generar adherencias fibrosas maduras (1). Las células me-
soteliales ademds de los factores de crecimiento cuentan
con la enzima activadora del plasminégeno (AP) cuya ac-
tividad previene la formacién de adherencias. Sin em-
bargo, la lesion tisular también genera la liberacién de
inhibidor 1 y del inhibidor 2 del activador del plasmind-
geno (IAP1, IAP2) a partir de las células inflamatorias,
mesoteliales y endoteliales, con la posterior pérdida de la
actividad de AP y la estimulacion de la regeneracion pe-
ritoneal. Se ha logrado precisar que estos eventos suce-
den al cabo de 6 a 12 horas (2,3). Son productoras de
varias decenas de factores cicatrizantes, desde el factor de
crecimiento de keratinocitos hasta el factor estimulante
derivado del endotelio y de una cantidad extensa de sus-
tancias procicatrizantes como fosfolipidos, fosfatidilco-
lina, lisofosfatidilcolina, esfingomielina, fosfatidileta-
nolamina, fosfatidilinositol, fosfatidilserina y lisofosfati-
diletanolamina, encargadas de formar la capa protectora
peritoneal regenerativa (1-4). Algunos estudios han ob-
servado regeneracion nerviosa en ratas implantadas con
células peritoneales (4). Ademads, las células mesoteliales
tienen la capacidad de diferenciarse en varias lineas celu-
lares de acuerdo a las necesidades del medio, caracteris-
tica conocida como plasticidad (4). Producen ademads
citocinas proinflamatorias y factores de crecimiento como
el factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF), el
factor de crecimiento fibroblastico basico (bFGF), el fac-
tor de crecimiento transformador beta (TGF-B), el factor
de crecimiento plaquetario (PGF), el factor de crecimiento
similar a la insulina (ILGF), el factor de crecimiento de
hepatocitos (HGF), el factor de crecimiento epitelial
(EGF), endotelina 1, y el factor de crecimiento de quera-
tinocitos (KGF), entre otros (4-7).

El proceso de cicatrizacion cutdnea se compone de
6 fases: hemostasis e inflamacién, proliferacion, sintesis
de la matriz, maduracion y remodelacidn, epitelizacion y
contraccidn de la herida. En condiciones normales, el pro-
ceso primario de cicatrizacién se lleva a cabo en un
tiempo minimo de 7 dias como promedio desde la lesién
tisular (8). Durante este proceso existen varios tipos de
células que interactian de forma armoniosa para que todo
se realice normalmente, como fibroblastos, miofibroblas-
tos, células musculares lisas, células endoteliales, quera-
tinocitos y células inmunes (9).

Existen enfermedades y factores que se relacionan con
el retraso y/o déficit de la cicatrizacion y que se presentan
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comuinmente en nuestro medio, tales como el tabaquismo,
la diabetes mellitus, hipertension arterial, insuficiencia
vascular periférica, trombosis venosa profunda, los de-
fectos en la sintesis de coldgeno, el cancer, las quemadu-
ras y los trastornos nutricionales, por citar algunos (10).
Estas patologias presentan defectos en la cicatrizacion, ya
sea por retraso del proceso o por mala calidad del tejido
adyacente; una vez corregido el problema sistémico de
base, es necesario estimular la cicatrizacién para dismi-
nuir la morbilidad de las heridas y acelerar la reparacion
del defecto.

Existen mdltiples tratamientos para estimular y/o ace-
lerar la regeneracién cutdnea en pacientes con pérdida ex-
tensa de piel o con enfermedades que retrasan la cica-
trizacion. Algunos factores de crecimiento se han usado
en estudios para acelerar la cicatrizacion, como el factor
de crecimiento derivado de las plaquetas, el factor de cre-
cimiento epidérmico, el factor de crecimiento de fibro-
blastos, el factor de crecimiento similar a la insulina, el
factor de crecimiento de queratinocitos y el factor de cre-
cimiento derivado del endotelio. El dnico que ha sido
aprobado para su uso en humanos es el factor de creci-
miento derivado de las plaquetas; el resto siguen bajo in-
vestigacion sin hallazgos favorables. Se han usado
multiples tejidos, desde membranas amnidticas hasta sus-
tancias proteicas topicas. Ademds se han empleado dife-
rentes tejidos como aloinjertos, apdsitos biolégicos o
naturales, sustitutos alopldsticos, de elaboracion artificial,,
materiales de procedencia bioldgica y/o sintéticos inertes,
cultivos in vitro por explantacion de células epidérmicas
y/o dérmicas. Todos ellos con resultados y costos varia-
bles (10). También se han empleado moléculas como el
factor de crecimiento derivado de las plaquetas, con ex-
celentes resultados, pero su costo lo hace poco aplicable.
En realidad pocos pacientes con este tipo de problema tie-
nen a su alcance estos métodos terapéuticos debido a su
baja disponibilidad y altos costos.

Hasta donde sabemos, no existen estudios experimen-
tales previos ni la hipétesis tedrica del uso de células me-
soteliales peritoneales aut6logas implantadas en heridas
cutdneas de espesor total para acelerar y modificar la ci-
catrizacion cutdnea, lo que supone un excelente terreno
de investigacién en el campo de la ingenieria tisular, razén
principal de esta investigacion. La cicatrizacion de teji-
dos asi como la regeneracién tisular pueden estimularse
con el uso de tejidos autdlogos, lo que disminuye las re-
acciones inmunoldgicas y la posibilidad de rechazo, faci-
lita la obtencién de los mismos y disminuye los costos;
de ahf que el uso de células se haya convertido en la prin-
cipal rama de la investigacion en materia de regeneracion
tisular. Se han utilizado células madre, pero no células
mesoteliales para estimular la cicatrizacion en heridas; sus
resultados han mostrado aumento de la vascularizacion y
cicatrizacién variable, pero la mayoria de los estudios in-
dican la necesidad de mas experimentacion en este terreno
(10). Existen estudios con células mesoteliales en otros
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tejidos, como arterias y miocardio, que han demostrado
inducir neovascularizacién en células miocdrdicas infar-
tadas (11). Se han observado y estudiado las células me-
soteliales formadoras del tejido peritoneal y su excelente
capacidad de regeneracion y se han tratado de inhibir du-
rante afios en cirugia abdominal por ser responsables de la
génesis de las adherencias tan temidas en cirugia; ahora se
usan en el campo de investigacion en Cirugia Pléstica,
aprovechando sus propiedades fisico-quimicas, para ace-
lerar la cicatrizacion de heridas cutdneas.

Material y método

Realizamos un estudio experimental, analitico, longi-
tudinal, prospectivo y comparativo. Los animales fueron
donados por el Bioterio Central de la Facultad de Medi-
cina de la Universidad Nacional Auténona de México y la
fase experimental y el alojamiento de las ratas se realizé en
el Departamento de Cirugia Experimental del Centro Mé-
dico ABC Observatorio, México D.F. El protocolo fue
aprobado por el comité de ética de la institucion segun los
lineamientos internacionales. Empleamos 15 ratas cepa
Wistar, hembras, de 250 a 300 gr. de peso, las cuales tu-
vieron agua y alimento ad libitum y estuvieron expuestas
a ciclos naturales de luz y oscuridad y mantenidas a tem-
peratura ambiente. Se dividieron en 2 grupos: Grupo I
(n=5) y Grupo II (n=10). Los criterios de inclusién fueron:
ratas raza Wistar, genero hembras, peso de 250 a 300 gr.,
clinicamente sanas;fueron excluidas las ratas macho, las
que no cumplieron los criterios de inclusién y las que fa-
llecieron durante las primeras 24 horas del postoperatorio,
ya que esta complicacion se relacioné directamente con el
método anestésico y no con la técnica quirtrgica.

Las ratas fueron anestesiadas con pentobarbital sédico
intraperitoneal a una dosis de 1 ml/ 2.5 kg de peso. Se les
realizé tricotomia del abdomen y de la regién dorsal,
asepsia y antisepsia; posteriormente se realizé marcaje
milimétrico con tinta indeleble, se extirpd quirdrgica-
mente piel en espesor total en un didmetro de 3 mm con
una incision circular, dejando la herida abierta en ambos
grupos. A las ratas del Grupo I tinicamente se les extirp6
piel de region dorsal de espesor total y a los 8 dias de
postoperatorio se tomo biopsia del drea para ser enviada
a estudio histopatolégico. En el Grupo II se siguid el pro-
cedimiento quirtrgico descrito y después se realizé una
incisién paramediana en abdomen de 10 mm de longitud,
por donde se tomd una muestra de aproximadamente
2 mm de membrana peritoneal parietal que se implant6
inmediatamente en la region dorsal sin piel; dicho im-
plante se fij6 con 3 puntos simples de polipropileno 7/00
y la laparotomia se cerrd por planos con polipropileno
6/00. A los 8 dias se tomd biopsia de la region injertada
para ser enviada a estudio histopatolégico. Ambos grupos
se trataron para analgeisa durante el postoperatorio in-
mediato con ketorolaco a dosis estdndar de 0.25 mg/kg en
dosis inica. Ambos grupos fueron observados durante 8

dias, llevdndose a cabo un seguimiento fotografico para
evidenciar los cambios macroscépicos y cronolégicos.
Al 8° dia se sacrificaron los animales y se tomaron biop-
sias de las lesiones en fase de cicatrizacion.

Las biopsias fueron etiquetadas de forma ciega por un
patdlogo y revisadas por un segundo patélogo. Los datos
se capturaron en una base de datos del programa Micro-
soft Excel version 2007. Se desarrollo una escala de va-
loraciéon numérica y visual (ENV) para puntuar los
grados de diferenciacion con los resultados de acuerdo al
numero de células y hallazgos vistos en las biopsias, asig-
nando un valor a cada resultado, de forma que: (0) =nulo
o 1; (+) = minimo 0 2; (++) =leve o 3; (+++) = mode-
rado o 4; (++++) = severo 0 5 y (+++++) = abultado 0 6.
Para el pardmetro de presencia de vasos se desarrolld
una segunda escala numérica y visual: de 0 a 5 = minimo
ol;de5al0=leveo?2;10a 15 =moderado o 3; 15 a
20 = severo 0 4 y mayor a 20 = congestién o 5.

Para el andlisis de datos se utilizé Statistical Package
of Social Sciences (SPSS) 17.0. Se realiz6 estadistica des-
criptiva mediante medidas de frecuencia, de tendencia
central y de dispersion. Se realizé estadistica univariada
para comparar ambos grupos, dado que eran indepen-
dientes, y se utilizé prueba de U-Mann-Withney para
comparar variables cualitativas ordinales (coldgeno, fi-
broblastos, macrofagos, células inflamatorias y retrac-
cion); para las variables cuantitativas (formacién de
vasos) se realiz6 prueba de T-student con un intervalo de
confianza del 95%, considerando significativa en ambos
casos una p menor de 0.05. También se realiz6 andlisis
multivariado donde se incluyeron todas las variables an-
teriores para observar la modificacidn del proceso de ci-
catrizacion. El andlisis estadistico fue realizado y
revisado de forma simultdnea por dos especialistas en
bioestadistica de diferentes centros hospitalarios.

RESULTADOS

En ambos grupos se realizé valoracion de acuerdo al
nimero de células vistas en las biopsias y se asigné un
valor de acuerdo a nuestra escala de valoracién numérica
visual (ENV); se analizaron 6 variables: coldgeno, fibro-
blastos, niimero de vasos, macréfagos, células inflamato-
rias y grado de retraccion. En el caso del coldgeno, esta
variable fue cuantificada de acuerdo a su densidad en las
biopsias y se le asigné un valor de acuerdo a nuestra es-
cala. Se encontré mayor presencia de coldgeno en los in-
dividuos del Grupo II (2.5 ENV) que en los del Grupo I
(1 ENV). Para los fibroblastos fue mayor el nimero en-
contrado en el Grupo I (3 ENV) que en el Grupo II
(2 ENV). La variable macréfagos fue mayor en el Grupo
I (1 ENV), mientras que no se observé en ningtin indivi-
duo del Grupo II. En cuanto a células inflamatorias, fue-
ron observadas en el Grupo I (1 ENV) mientras que no
fueron encontradas en ninguno individuo del Grupo II. La
variable de retraccién fue mucho mayor en los individuos
del Grupo I (3 ENV) que en el Grupo II (1 ENV) (Gré-

=
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fico 1). Estos resultados muestran que los individuos del
Grupo I presentaron mayor inflamacion, fibrosis y retrac-
cién, datos compatibles con una fase proliferaria de cica-
trizacion o mds temprana; mientras que en el Grupo II se
encontré mayor coldgeno y datos histolégicos compati-
bles con una fase de remodelacion, ademas de menor in-
flamacion y fibrosis, lo cual representa una fase mas tardia
de cicatrizacion. (Grafico 1). Resultaron significativas 5
de las 6 variables analizadas (Fig. 1, TablaI).

Un individuo del grupo experimental, present6 dehis-
cencia de la herida abdominal en el 8° dia de postopera-
torio, siendo ésta la unica morbilidad resenada en el
estudio, y permitié la toma de la biopsia dorsal antes de
ser sacrificado; de acuerdo a los resultados de los demas
individuos esta complicacién no representd ningin riesgo
para la cicatrizacién en la region dorsal (Fig. 2).

Grupo II (Experimental)

3 7]

i
Imagen B

Fig. 1. Comparacion histolégica. Imagen A: un individuo del Grupo |, donde
se observan vasos sanguineos, presencia de células inflamatorias y colageno,
lo que es compatible con una fase proliferativa de cicatrizacion. Imagen B: un
individuo del Grupo Il, que muestra menor nimero de células inflamatorias y
de vasos sanguineos y mayor presencia de colageno, caracteristicas predo-
minantes en la fase de remodelacion de la cicatrizaciéon (Tincion HE. X 100).

Grafico 1. Comparacion de Medianas. Condensa y compara las medianas
de las variables por grupos, observando mayor presencia de colageno y
ausencia de células inflamatorias y macréfagos en el Grupo Il o experi-
mental (Ex) en color amarillo, asi como una mayor presencia de retraccion,
vasos Y fibroblastos en el Grupo | (Co) en color verde. Todo ello indica una
mejor y mas avanzada fase de cicatrizacion en el Grupo Il o experimental.

Discusion

Aunque se trabajé con un niimero pequefio de anima-
les, los resultados observados con el uso de células me-
soteliales como estimulantes de la cicatrizacion cutianea
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Tabla I. Comparacién por variable y significancia: muestra la signi-
ficancia de las variables por grupo, donde podemos observar que
las variables macroéfagos, células inflamatorias, nimero de vasos
y retraccién de la cicatriz son estadisticamente significativas con
una p < a 0.01. La variable colageno fue significativa con una
p < 0.05. La variable fibroblastos no resulté estadisticamente signi-
ficativa con una p de 0.136.

Grupo I (Ex) | Grupo II (Co) P

Colageno 2.5b 1b 0.042*
Fibroblastos 2b 3b 0.136
Macrdéfagos 0b 1b 0.002%:
Células inflamatorias Ob 1b 0.002%%*
fig‘;:iczci"’“ de Ia b 3 |0.003%
N° de vasos 2a 32a 0.003**
*p < 0.05
*#*p< 0.01
a =T -Student
b = U Mann -Witney

GRUPO I (Co) GRUPO II (Ex)

Fig. 2. Comparacién Macroscépica: muestra fotografias de 3 individuos del
Grupo | (izquierda) y 3 individuos del Grupo Il (derecha). Se observan las di-
ferencias macroscépicas en la cicatrizacion: los individuos del Grupo Il se
encuentran en una fase de remodelacién mientras que los del Grupo | estan
en una fase proliferaria.

son muy alentadores ya que se observo que aceleran la
cicatrizacién en heridas cutdneas de espesor total, mejo-
ran la calidad de la misma y aumentan la sintesis de co-
ldgeno, disminuyen significativamente la inflamacién y
la retraccién de la herida, mejorando la percepcién esté-
tica con respecto de la cicatrizacién normal.

En los animales a los cuales se les implant6 peritoneo
se observo que al 8° dia presentaron caracteristicas com-
patibles con una fase de remodelacion, a diferencia de las
ratas que no fueron implantadas en las que al 8° dia las
caracteristicas de cicatrizaciéon correspondieron a una
fase de proliferacion, lo que mostr6 aceleracion en dicho
proceso gracias a la accion de las células mesoteliales.
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En el 2005, El Madbouh y col. demostraron el aumento de
la angiogénesis y la mejorfa de la funcion cardiaca en células
miocdrdicas infartadas trasplantadas con células mesoteliales
(11). Vollmar y El Gibaly, mediante la inhibicién del P53 con
Pifithrin-Alfa, encontraron aceleracion de la cicatrizacion cu-
tdnea hasta en el 97% de sus especimenes en el 10° dfa tras la
lesién (12). En nuestro estudio se observé cicatrizacién com-
pleta en el grupo trasplantado con células mesoteliales al
7° dia. Dioufa y Schally encontraron estimulacién de la mi-
gracion de fibroblastos y aceleracion de la cicatrizacion cuté-
nea en animales con el uso de hormona liberadora de hormona
de crecimiento y sus agonistas (13). En nuestro estudio con
mesotelio también se observo la estimulacion de fibroblastos.
Existen también estudios en ratas con factores plaquetarios de-
rivados del plasma sanguineo que muestran una cicatrizacion
de hasta el 90% al 12° tras la lesion; en nuestro estudio se en-
contrd cicatrizacion completa al 8° dia (14). En otros estu-
dios experimentales con laser LASH (laser assisted scar
healing), la cicatrizacion fue estimulada con resultados favo-
rables mediante la elevacién del TGFB (Transforming Growth
Factor-Beta) (15). De acuerdo a nuestra teoria y a lo obser-
vado en el presente estudio, se puede concluir que las células
mesoteliales estimulan la cicatrizacion cutidnea debido a sus
caracteristicas histoldgicas, quimiotacticas y de plasticidad,
que actian como mediadores de la inflamacién y acelerado-
res en el proceso de cicatrizacion; se observé también que al
aumentar la sintesis de coldgeno cutdnea mejord la percepcion
estética de la cicatriz. Al acelerar el proceso de cicatrizacion
disminuy0 significativamente la inflamacién, con lo que el te-
jido lesionado se encontrd menos tiempo expuesto a los agen-
tes lesivos del medio y esto probablemente contribuyd a
mejorar el resultado estético y a disminuir la morbilidad de la
herida. En el andlisis estadistico realizado y revisado por dos
especialistas de diferentes centros hospitalarios, se pudo pun-
tualizar que 5 de 6 variables resultaron estadisticamente signi-
ficativas.

Es necesario realizar m4s estudios experimentales, sobre
todo con un seguimiento mds largo y con una poblacién
mayor, para ver los resultados de la cicatriz en periodos mas
tardios de seguimiento. En humanos, el uso de células me-
soteliales podria ser una alternativa segura y barata para es-
timular la cicatrizacion. Es prioritario el apoyo a la nueva
generacion de investigadores porque solo asi estard garan-
tizado el desarrollo de nuevas y mejores terapias.

Conclusiones

El autotrasplante de células mesoteliales peritoneales
en heridas cutdneas de espesor total acelerd la cicatriza-
cién, aumentd significativamente los niveles de coldgeno,
disminuyé la retraccién y la inflamacion, y mejoré las
caracteristicas estéticas de la cicatriz en ratas. Las célu-
las mesoteliales peritoneales actuaron como potentes es-
timuladores de la cicatrizacién cutdnea, moduladores de
la inflamacién e inhibidores de la retraccion cutdnea, me-
jorando el aspecto estético de la cicatriz.
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