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Abstract

Introduccion y objetivo. Los avances en el campo de la Inge-
nieria Tisular han promovido el desarrollo de sustitutos de piel y su
aplicacion en el campo de la Cirugia Plastica. Uno de los principa-
les inconvenientes de la bioingenieria de la piel es la necesidad de
obtener una gran cantidad de células viables en periodos cortos de
tiempo, lo que conlleva que el proceso de biofabricacion sea largo y
complejo. En este estudio se pretende valorar los efectos de la aplica-
cion de tres tipos diferentes de secretoma derivados de células madre
mesenquimales humanas en cultivos de fibroblastos con el objetivo
de favorecer la escalabilidad de los procesos de fabricacion de piel
artificial.

Material y método. Se evaluaron los efectos a las 24, 48 y 72
horas sobre la viabilidad, la proliferacion y la migracion celular de
fibroblastos humanos tras la aplicacion de dos concentraciones (C1 y
C2) de tres tipos diferentes de secretoma derivado de células madre
mesenquimales humanas. Los resultados in vitro fueron contrastados
en un modelo in vivo.

Resultados. El uso de secretoma derivado de células madre me-
senquimales mejor6 los protocolos de cultivo de fibroblastos actual-
mente disponibles. El uso de secretoma se asoci6 a un aumento de la
proliferacion y migracion celular manteniendo cifras altas de viabi-
lidad. Los datos fueron especialmente positivos para el secretoma de
células madre mesenquimales de pulpa dental y de tejido adiposo.

Conclusiones. El efecto de la aplicacion de secretoma proceden-
tes de células madre mesenquimales permite mantener cifras de via-
bilidad celular elevadas, ademas de incrementar el ritmo de prolife-
racion de fibroblastos. Los estudios in vivo e in vitro no evidenciaron
efectos adversos a corto plazo.

Background and objective. Advances in Tissue Engineering
promoted the development of skin substitutes. One of the main draw-
backs of skin bioengineering is the requirement of a considerable
quantity of viable cells in short periods of time, which leads to a
challenging biofabrication process. This article aims to analyse the
effects of the application of three different types of human mesenchy-
mal stem cell-derived secretome in fibroblast cultures. The final goal
is to achieve new strategies to promote the scalability of artificial
skin manufacturing processes.

Methods. The effects of the three different types of human mes-
enchymal stem cell-derived secretome were analyzed at 24, 48 and
72 hours. To study cell viability, cell proliferation and cell migration
we exposed human fibroblasts to different secretome concentrations
(C1 and C2). An in vivo study was proposed to corroborate in vitro
results.

Results. The use of mesenchymal stem cell-derived secretome
improved the currently available fibroblast culture protocols. The use
of secretome was associated with increased cell proliferation and cell
migration while maintaining high viability values. Data were espe-
cially positive when secretome from dental pulp mesenchymal stem
cells and adipose tissue mesenchymal stem cells were applied.

Conclusions. The application of mesenchymal stem cell-derived
secretome maintained high cell viability data and increased fibroblast
proliferation. In vivo and in vitro studies showed no short-term ad-
verse effects.
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Introduccion

La piel es el 6rgano mas grande del cuerpo, posee
una superficie aproximada de 2 m?y, aproximadamente,
un 30% de su composicion es agua.’’ Posee numerosas
e importantes funciones como la proteccion frente a fac-
tores externos, la regulacion térmica, la hidratacion y la
percepcion de estimulos.® A nivel histologico, la piel
esta compuesta por la epidermis, la dermis y la hipoder-
mis.® A su vez, la epidermis se divide en estrato basal,
estrato espinoso de Malpighi, estrato granuloso y estrato
corneo. En cada estrato estan presentes queratinocitos en
distintos estadios evolutivos que acabaran convirtiéndo-
se en cornecitos y desprendiéndose, completando asi, el
proceso de autorrenovacion cutanea. Ademas de que-
ratinocitos, en la epidermis hay meloncitos, encargados
de la sintesis de melanina; células de Merkel, con fun-
ciones sensitivas y células de Langerhans cuya funcion
es la presentacion de antigenos formando parte del sis-
tema mononuclear fagocitico.® La epidermis descansa
sobre la membrana basal y subyacente a la misma, se
dispone la dermis que, a su vez, se divide en dermis pa-
pilar y dermis reticular.®® La dermis esta compuesta por
matriz extracelular, es decir, por una red tridimensional
formada por proteinas y otras moléculas que rodean y
sostienen las células aportando estructura a la piel. Entre
las fibras de esta matriz se encuentra una poblacion celu-
lar intrinseca fibroblastica en un 90%, correspondiendo
el 10% restante,a la poblacion celular extrinseca. Los fi-
broblastos tienen como funcion principal la sintesis de
componentes de la matriz extracelular como las fibras
de colageno y las fibras elasticas y contribuyen, de ma-
nera importante, al cierre de heridas y a la generacion de
cicatrices.”” Por otro lado, la hipodermis esta formada

CELULAS

INGENIERIA
TISULAR

BIOMATERIALES

FACTORES DE
CRECIMIENTO

Figura 1.Elementos fundamentales de la Ingenieria Tisular (elaborado en la
aplicacion en linea Biorender.com).
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principalmente por tejido adiposo y su funciones son el
aislamiento térmico y la reserva energética.®

La Ingenieria Tisular es la rama de la Bioingenieria
encargada de la aplicacion de los principios y métodos
de la ingenieria a las ciencias de la vida.” Los pilares
sobre los cuales se configura esta disciplina son las célu-
las, los factores de crecimiento y los materiales biocom-
patibles que forman el constructo (Fig. 1). Su objetivo es
la combinacion de los tres pilares para obtener un tejido
artificial que permita la reparacion o el reemplazo de un
organo dafiado o inexistente.

Durante las ultimas décadas, el auge de la Ingenie-
ria Tisular ha conducido a un aumento del interés por
la generacion de tejidos artificiales. Se ha propuesto la
piel artificial como tratamiento de algunas afecciones
cutaneas como las quemaduras de gran extension o los
tumores cutaneos. Actualmente, la generacion de piel
artificial requiere la obtencion de una muestra de piel
del paciente y de un largo procedimiento de expansion
celular® que genera una inevitable demora terapéutica
conduciendo a un incremento de la morbimortalidad de
los pacientes con quemaduras de gran extension. Por
este motivo, la busqueda de métodos que aceleren este
procedimiento es de gran interés.

Una de las estrategias con gran potencial clinico es
el uso de secretoma derivado de células madre mesen-
quimales (MSC). Se trata del conjunto de moléculas li-
beradas por las MSC al espacio extracelular incluyendo
esencialmente factores de crecimiento, citoquinas, pro-
teasas y factores de transcripcion involucrados en pro-
cesos de adhesion, migracion, proliferacion y diferen-
ciacion celular.'” Recientes hallazgos han demostrado
que el potencial regenerativo de las MSC probablemente
esté asociado a los factores de crecimiento que liberan,
siendo este efecto similar al uso de Terapias Celulares.!?

El presente estudio tiene como objetivo evaluar el
potencial de regeneracion del secretoma obtenido de tres
tipos celulares: MSC del tejido adiposo, MSC de la pul-
pa dental y MSC de la gelatina de Wharton del cordon
umbilical.

Material y método

Aislamiento y cultivo de células madre mesenqui-
males humanas (MSC)

Para la generacion de cultivos celulares primarios de
células madre mesenquimales humanas, se obtuvieron
muestras correspondientes a tres donantes diferentes
(n=3). El tejido adiposo se utilizd para obtener célu-
las madre mesenquimales derivadas del tejido adiposo
(ADSC), las células madre mesenquimales de la pulpa
dental (DPSC) se obtuvieron de dientes humanos y los
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Efecto del uso de secretoma de células madre mesenquimales sobre heridas cutaneas.

cordones umbilicales se usaron para obtener células ma-
dre mesenquimales de la gelatina de Wharton (WJSC).

Todas las muestras se procesaron utilizando técnicas
de digestion enzimatica en una solucion de 2 mg/mL
de colagenasa tipo I de Clostridium histolyticum (Gib-
co-Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EE.UU.)
durante 6 horas a 37°C. Las células madre mesenquima-
les humanas aisladas se recogieron mediante un proceso
de centrifugacion, quedando estas en el pellet. Tanto las
ADSC como las DPSC se cultivaron en Dulbecco Modi-
fied Eagle’s Medium (DMEM) (Sigma-Aldrich/Merck,
Burlington, MA, EE.UU.) completado con un 10% de
suero bovino fetal (SBF) y un 1% de antibioticos y an-
timicéticos (100 U/mL de penicilina G, 100 mg/mL de
estreptomicina y 0.25 mg/mL de anfotericina B) (Sig-
ma-Aldrich/Merck). Por otro lado, las WISC se cultiva-
ron en medio Amniomax-C100 (Gibco-Thermo Fisher
Scientific). En todos los casos, las células se mantuvie-
ron a condiciones estandar de cultivo celular a 37°C en
un incubador himedo (Esco Lifesciences Group Ltd.,
Singapur, Singapur) con un 5% de CO,. Una vez las
células alcanzaron un 70% de confluencia fueron trip-
sinizadas usando tripsina-acido etilendiaminotetracético
(EDTA) al 0,25% (Sigma-Aldrich/Merck).

Aislamiento y cultivo de fibroblastos de dermis de

Analisis comparativo in vitro e in vivo de tres tipos de secretoma

Obtencion de secretoma derivado de MSC y eva-
luacién de su efecto sobre fibroblastos de dermis de
piel humana

Una vez alcanzada una confluencia superior al 70%,
se esperd 72 horas para recolectar el medio de cultivo de
cada tipo de célula madre mesenquimal (ADSC, DPSC,
WIJSC), el cual contenia las sustancias liberadas por las
células. Brevemente, el medio de cultivo obtenido de
MSC se centrifugé durante 10 minutos para eliminar
todos los restos celulares y cuerpos apoptoticos, a conti-
nuacion se utilizo un filtro estéril de 0,22 um (Sarstedt,
Niimbrecht, Alemania). Los secretomas obtenidos de los
tres cultivos de cada tipo de célula madre mesenquimal
(ADSC, DPSC, WIJSC) se agruparon en una unica sus-
pension. Se denominaron ADSC-s, DPSC-s y WISC-s.

Para evaluar los efectos de cada tipo de secretoma
sobre cultivos primarios, los fibroblastos se cultivaron
en placas de cultivo celular de 96 pocillos (Sarstedt) a
una densidad celular de 1.7x10*células/cm? con DMEM.
Pasadas 48 horas, el DMEM fue reemplazado por medio
suplementado con concentraciones crecientes de cada
tipo de secretoma: C1 (500 pg/mL), C2 (2000 pg/mL).
Para los controles se utilizé medio (DMEM) sin suple-
mentar. Los fibroblastos se cultivaron con cada tipo y
cada concentracion de secretoma durante 24, 48 y 72
horas (Fig. 2).

piel humana

Los cultivos celulares prima-
rios de fibroblastos de piel humana
se obtuvieron a partir de pequenas
biopsias de piel de donantes sanos
sometidos a una cirugia menor con
anestesia local. Brevemente, los fi-
broblastos humanos fueron obteni-
dos mediante digestion enzimatica
del estroma de las muestras de piel
utilizando una solucion de 2 mg/
mL de colagenasa tipo I de Clostri-
dium histolyticum (Gibco-Thermo
Fisher Scientific) a 37°C durante
6 horas con agitacion. Los fibro-
blastos aislados se cultivaron en
DMEM (Sigma-Aldrich/Merck)
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ticos (ambos de Sigma-Aldrich/
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el apartado anterior. Las células se
cultivaron en frascos de cultivo de
75 cm? (Sarstedt) y se mantuvieron
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Figura 2. Esquema del disefio experimental basado en el aislamiento de secretoma de células madre me-
senquimales (MSC) de tejido adiposo, pulpa dental y cordén umbilical (ADSC, DPSC, WJSC) para su utili-
zacién en protocolos de regeenracién a nivel in vitro e in vivo.
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Efecto del secretoma derivado de MSC sobre la
viabilidad celular de fibroblastos de dermis de piel
humana

Para estudiar el efecto biologico de los secretomas
de ADSC, DPSC y WIJSC sobre la viabilidad celular,
se empled un kit de analisis de viabilidad/citotoxici-
dad celular (LIVE/DEAD® Life Technologies, Carlsbad,
CA, EE.UU.). En resumen, los fibroblastos incubados
con cada tipo y concentracion de secretoma se lavaron
con tampoén fosfato (PBS) y se les afiadié una solucion
de trabajo de acetoximetilcalceina y bromuro de etidio
durante 15 minutos a 37°C. Posteriormente, las células
se lavaron de nuevo con PBS y se obtuvieron imagenes
histologicas empleando un microscopio de fluorescencia
invertido Nikon Eclipse Ti-U (Nikon, Tokio, Japon). En
cada muestra se cuantifico el porcentaje de células vivas
(tefiidas de verde) y de células muertas (tefiidas de rojo).
Todos los analisis se realizaron por triplicado (n=3).

Efecto del secretoma derivado de MSC sobre la
proliferacion celular de fibroblastos de dermis de piel
humana

Para estudiar el potencial de los distintos tipos de
secretomas de MSC sobre la proliferacion de los fibro-
blastos, se realiz6 un estudio in vitro durante 24, 48 y 72
horas, y se cuantificd el nimero de células empleando
un citometro de flujo Novo Cyte® (ACEA Biosciences,
Inc., San Diego, CA, EE.UU.). Cada grupo de células
(fibroblastos cultivados con diferentes tipos y concen-
traciones de secretoma) se lavo dos veces con PBS y se
tripsinizod con tripsina-EDTA al 0.25% (Sigma/Aldrich
Merck). A continuacion, se resuspendieron las células
desprendidas en una solucion tamponada que consistia
en una mezcla de PBS con un 10% de FBS y un 2% de
EDTA (Sigma/Aldrich Merck). Todos los analisis se rea-
lizaron por triplicado (n=3).

Efecto del secretoma derivado de MSC sobre la
migracion celular de fibroblastos de dermis de piel
humana in vitro

Con el fin de determinar la capacidad de los secreto-
mas estudiados (ADSC-s, DPSC-s, WJSC-s) para esti-
mular la migracion de los fibroblastos se llevo a cabo un
analisis de cicatrizacion de heridas in vitro empleando el
Oris® Universal Cell Migration Assembly Kit (Platypus
Technologies LLC, Fitchburg, W1, EE.UU.). Para este en-
sayo, se cultivaron fibroblastos de dermis a una densidad
celular de 1.7x10*células/cm? en placas de 96 pocillos en
presencia de medio de cultivo DMEM (Sigma-Aldrich/
Merck). A continuacion, se retiraron fisicamente los ta-
pones de confluencia celular para permitir que las célu-
las migraran a las zonas previamente ocupadas por esos
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tapones, y se sustituyo el medio de cultivo DMEM por
cada tipo de secretoma (ADSC-s, DPSC-s, WISC-s) a las
concentraciones previamente determinadas (C1, C2). Se
obtuvieron imagenes tras 24, 48, 72 horas de seguimiento
con un microscopio invertido Nikon Eclipse Ti-U. Estos
analisis se realizaron por triplicado (n=3).

Efecto del secretoma derivado de MSC sobre la
cicatrizacion de lesiones cutaneas in vivo

Tres ratas Wistar fueron anestesiadas mediante una
inyeccion intraperitoneal de acepromazina (Calmo-Neo-
san® 0.001 mg/g), ketamina (Imalgene 1000® 0.15
mg/g) y atropina (0.05 pg/g). A continuacion, se gene-
raron cuatro defectos cutaneos en el dorso de cada ani-
mal utilizando un punzén dermatoldgico de 8 mm. Una
vez alcanzada la hemostasia, se aplicaron 50 pL de cada
tipo de secretoma a cada defecto cutaneo, empleando
DMEM como control. Los defectos cutaneos se prote-
gieron con una gasa estéril y se realizo un seguimiento
de los animales durante 20 dias.

Analisis estadistico

Se realizaron comparaciones especificas por pares
con la prueba U de Mann-Whitney. Este analisis se uti-
liz6 para comparar los grupos de estudio (a una con-
centracion y tiempo) entre si y con el grupo de control.
Todas las pruebas estadisticas se realizaron con el soft-
ware SPSS v. 25 (SPSS, Inc., Chicago, IL, EE.UU.) y
con el complemento de Excel Real Statistics, disponible
en www.real-statistics.com (Dr. Charles Zaiontz, Purdue
University, West Lafayette, IN, EE.UU.). El nivel de sig-
nificacion estadistica se fijo en el 5%.

Resultados

Efecto del secretoma derivado de MSC sobre la
viabilidad celular de fibroblastos de dermis de piel
humana

Para valorar el efecto biologico en términos de biose-
guridad y biocompatibilidad de los secretomas proceden-
tes de células madre mesenquimales humanas se realizo
un ensayo LIVE/DEAD®. Todos los resultados obtenidos
en esta prueba mostraron valores de viabilidad altos. Los
fibroblastos humanos expuestos a las concentraciones de
secretoma C1 y C2, a las 24, 48, y 72 horas de estudio in
vitro mostraron porcentajes de células vivas superiores a
95%, evidenciandose un aumento de la viabilidad a las 48
y 72 horas de cultivo (Fig. 3 y 4, Tabla I).

Asi pues, los resultados permiten concluir que la apli-
cacion de secretoma obtenido de células madre mesenqui-
males humanas de tejido adiposo, pulpa dental y gelatina
de Wharton es seguro in vitro para fibroblastos humanos.
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Efecto del uso de secretoma de células madre mesenquimales sobre heridas cutaneas.
Analisis comparativo in vitro e in vivo de tres tipos de secretoma
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Figura 3. Andlisis cuantitativo de viabilidad determinado mediante el ensayo LIVE/DEAD®.
Los fibroblastos fueron expuestos a los tres tipos de secretomas estudiados y a distintas
concentraciones (C1 y C2) durante tres tiempos diferentes (24, 48, 72 horas). ADSC-s: se-
cretoma derivado de células madre mesenquimales de tejido adiposo; DPSC-s: secretoma
derivado de células madre mesenquimales de pulpa dental; WJSC-s: secretoma derivado de
células madre mesenquimales de la gelatina de Wharton del cordén umbilical. Se expresan
medias y desviaciones tipicas mediante barras de error.

Figura 4. Analisis cualitativo de viabilidad determinado mediante el ensayo LIVE/DEAD®. Los
fibroblastos fueron expuestos a los tres tipos de secretomas estudiados (ADSC-s, DPSC-s,
y WJSC-s) y a distintas concentraciones (C1 y C2) durante tres tiempos diferentes (24, 48,
72 horas). ADSC-s: secretoma derivado de células madre mesenquimales de tejido adiposo;
DPSC-s: secretoma derivado de células madre mesenquimales de pulpa dental; WJSC-s:
secretoma derivado de células madre mesenquimales de la gelatina de Wharton del cordén
umbilical. Barra de error: 50pm.

Tabla I. Andlisis cuantitativo de viabilidad celular determinado mediante el ensa-
yo LIVE/DEAD®. Los fibroblastos humanos fueron expuestos a distintos tipos de
secretoma (ADSC-s, DPSC-s, WJSC-s) y a distintas concentraciones (CTR, C1 y
C2). Las mediciones se realizaron a tres tiempos diferentes (24, 48 y 72 horas). Los
valores corresponden al porcentaje de células vivas en cada grupo y se mues-
tran como medias * desviaciones tipicas. ADSC-s: secretoma derivado de células
madre mesenquimales de tejido adiposo; DPSC-s: secretoma derivado de células
madre mesenquimales de pulpa dental; WJSC-s: secretoma derivado de células
madre mesenquimales de la gelatina de Wharton del cordén umbilical.

LIVE/DEAD®
VIABILIDAD
48 h

C1 96.9 £ 0.4 100 £ 0 99+ 0
ADSC-s

C2 97.1+1.9 99+ 1.0 100+ 0

C1 95.0+0.1 100+ 0 100+ 0
DPSC-s

C2 972+ 1.0 99+ 1.0 100£0

C1 983+ 1.0 99+ 1.0 99 +0
WJISC-s

C2 95.7+1,1 99+ 0 99 + 1
CONTROL (DMEM) 98%+0 100%=+0 99+0

Efecto del secretoma derivado de MSC
sobre la proliferacion celular de fibroblas-
tos de dermis de piel humana

Para evaluar la proliferacion celular de
los fibroblastos expuestos a secretoma de
MSC (ADSC-s, DPSC-s, WISC-s) se em-
pled la citometria de flujo, con la que se
pudo cuantificar el nimero de células pre-
sentes en cada pocillo donde se encontraban
fibroblastos expuestos a las distintas concen-
traciones (C1, C2) durante 24, 48, 72 horas.
En general, todos los resultados obtenidos a
partir de las 48 horas de cultivo revelan un
incremento del numero de fibroblastos hu-
manos cultivados en presencia de secretoma
con respecto al control (Fig. 5).

Concretamente, durante las primeras 24
horas, los cultivos enriquecidos con ADSC-s
a concentracion C2 presentaron mejores
resultados respecto al control (DMEM) y
respecto a los cultivos enriquecidos con
WISC-s, siendo estas diferencias estadisti-
camente significativas (p<0.05). En el caso
de los cultivos enriquecidos con DPSC-s a
concentracion C2 se hallaron valores supe-
riores al control (DMEM) y a los cultivos
enriquecidos con WJSC-s, siendo estas dife-
rencias también estadisticamente significa-
tivas (p<0.05). Sin embargo, no se hallaron
diferencias significativas respecto al control
a 24 horas en los cultivos enriquecidos con
WISC-s (p>0.05). Tras 48 horas de expo-
sicion al secretoma, se hallaron diferencias
estadisticamente significativas respecto al
control en el caso de los fibroblastos culti-
vados con medio enriquecido con DPSC-s a
concentracion C1 y con WJSC-s a concen-
tracion C2 (p<0.05). Es importante destacar
que no se hallaron diferencias estadistica-
mente significativas entre los distintos tipos
de secretoma (p>0.05). Finalmente, después
de 72 horas de exposicion al medio enrique-
cido con secretoma, las diferencias halladas
aumentaron de manera considerable en los
grupos estudiados, siendo estadisticamente
significativas respecto al control en el caso
de las concentraciones C1 de ADSC-sy, C1
y C2 de DPSC-s (p<0.05). Los fibroblastos
expuestos a ADSC-s mostraron valores de
proliferacion mas elevados respecto a los
secretomas de DPSC-s y WJSC-s a concen-
tracion C2, siendo estos resultados estadis-
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ADSC-s DPSCs ticamente significativos (p<0.05). Por su
400 parte, los cultivos enriquecidos con DPSC-s
o «~ cR presentaron valores significativamente su-

- C1

c2 periores a ADSC-s a C1 y a WJSC-s a C2

/ (p<0.05) (Tabla II, Fig. 5).
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Tompo Tompo Efecto del secretoma derivado del

MSC sobre la migracion celular de fibro-

o wise- blastos de dermis de piel humana in vitro
- o Con el fin de valorar la capacidad del

= o1 secretoma obtenido de células madre me-

Cz senquimales para inducir la migracion de
fibroblastos se realizé el test Oris™ Univer-
2n @n 7n sal Cell Migration Assembly Kit emplean-

Tiempo N .

do fibroblastos de dermis de piel humana.
Figura 5. Analisis cualitativo de la proliferacion celular de los fibroblastos humanos expues- : :
tos a distintos tipos de secretoma de células madre mesenquimales humanas determinado Durante el estudio se realizaron fotografias
por contaje celular secuencial mediante citometria de flujo. Los fibroblastos humanos fue- cada 24 horas de cada poci]]o de la p]aca
ron expuestos a distintas concentraciones (CTR, C1y C2) durante tres tiempos diferentes .
(24, 48 y 72 horas). Los valores se muestran como ADSC-s: secretoma derivado de células  hasta que la superficie fue completamen-
madre mesenquimales de tejido adiposo; DPSC-s: secretoma derivado de células madre : 215 el
mesenquimales de pulpa dental; WJSC-s: secretoma derivado de células madre mesenqui- te cubierta por fibroblastos. En el analisis

males de la gelatina de Wharton del cordén umbilical. de las 24 primeras horas no se hallaron di-

Nuamero de células

\

Tabla Il. Analisis cualitativo de la proliferacion celular determinado por contaje celular secuencial mediante citometria de flujo. Los fi-
broblastos humanos fueron expuestos a distintos tipos de secretoma (ADSC-s, DPSC-s, WJSC-s) y concentraciones (CTR, C1 y C2).
Las mediciones se realizaron a tres tiempos diferentes (24, 48 y 72 horas). Los valores se muestran como medias + desviaciones tipicas.
ADSC-s: secretoma derivado de células madre mesenquimales de tejido adiposo; DPSC-s: secretoma derivado de células madre mesen-
quimales de pulpa dental; WJSC-s: secretoma derivado de células madre mesenquimales de la gelatina de Wharton del cordén umbilical.
Las diferencias estadisticamente significativas se muestran como; A: diferencias respecto a ADSC-s; D: diferencias respecto a DPSC-s;
W: diferencias e respecto a WJSC-s; *Diferencias estadisticamente significativas respecto al control.

Contaje celular (Citometria de flujo)

Proliferacién
48 h
L C1 772.67 £ 45.0° 1290.0 + 19.80 2465.33 +304.67°
C2 944.67 + 46.32*%V 1249.33 £ 513.05 3528.67 £ 231.25%PW
T C1 484.67 + 248.79%AW 1618.0 +239.76* 3682.0 + 779.22*A
C2 954.0 + 28.0*V 1348.0 + 173.42 2956.0 £ 204.42*AW
T C1 889.33 + 71.14° 1529.33 +£704.16 2622.0 +302.41
C2 837.33 £19.014P 1614.0 + 145.59%* 2146.0 +443.954P
CONTROL (DMEM) 850.67 £51.32 1047.33 £277.07 2010.67 + 363.63
CTR ADSC-s DPSC-s WJISC-s

Figura 6. Andlisis del test de migracion. DPSC-s: secretoma derivado de células mesenquimales de tejido adiposo; DPSC-s: secretoma derivado de células
mesenquimales de pulpa dental; WJSC-s: secretoma derivado de células mesenquimales de la gelatina de Wharton del cordén umbilical. Barra de error:
100pm.
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Efecto del uso de secretoma de células madre mesenquimales sobre heridas cutaneas.

ferencias entre los medios enriquecidos con secretoma
y el control (DMEM). Sin embargo, a partir de las 48
horas, los fibroblastos cultivados en medio enriqueci-
do con secretoma tendian a cubrir una mayor cantidad
de superficie en comparacion con el control (DMEM).
Concretamente, en el caso de los cultivos enriquecidos
con ADSC-s y WJSC-s a concentracion C2 y DPSC-s a
concentracion C1. Tras 72 horas de cultivo, la confluen-
cia de los fibroblastos humanos era cercana al 100% en
todos los cultivos enriquecidos con ADSC-s, DPSC-s
y WJSC-s a concentracién C2 asi como en los cultivos
de ADSC-s y DPSC-s a concentracion C1, no siendo de
este modo en el caso de los controles (Fig. 6).

Efecto del secretoma derivado de MSC sobre la
cicatrizacion de lesiones cutaneas in vivo

Con el fin de estudiar in vivo los resultados previamen-
te descritos in vitro, se realizo un analisis de la cicatriza-
cion de heridas in vivo en ratas Wistard. Los resultados de
este estudio mostraron un aumento claro en el ritmo de
cierre de las heridas realizadas en la piel de los animales
de experimentacion. En concreto, esta mejoria se observo
especialmente a partir del dia 10 en las heridas tratadas

Analisis comparativo in vitro e in vivo de tres tipos de secretoma

con ADSC-s y DPSC-s. Posteriormente, a los 20 dias de la
incision, todas las heridas tratadas con secretoma estaban
completamente epitelizadas aunque sin foliculos pilosos,
no siendo asi en el caso del control, donde atin persistia
una costra de pequefio tamario que indicabala persistencia
del defecto tisular (Fig. 7). No se evidencio ninguna com-
plicacion durante el transcurso del experimento en lo que
se refiere a infecciones, sangrado o necrosis tisular.

Discusion

La generacion de piel artificial es un reto que ha sido
asumido por la Ingenieria Tisular durante las ultimas
décadas. Sin embargo, los modelos de los que actual-
mente disponemos presentan inconvenientes importan-
tes.!? Uno de ellos es el tiempo de fabricacion, ya que
se necesitan aproximadamente 4 semanas'*>!Y para que
crezcan las células. La demora en el desbridamiento y
la cobertura de las quemaduras contribuye a la coloni-
zacion bacteriana y a desajustes de hidroelectrolitos!">
y, por consiguiente, al aumento de la morbimortalidad
de los pacientes.'® En el presente trabajo se analiza el
efecto del uso de distintos tipos de secretomas obtenidos

CTR ADSC-s DPSC-s WJSC-s

Oh' ’. »

|

SEMAT LT TR

Fs

de células madre mesenquimales humanas
sobre cultivos de fibroblastos con el propo-
sito de hallar procedimientos que aceleren
los tiempos de generacion de piel artificial
mediante protocolos de Ingenieria Tisular.
Se pretende pues, disminuir el tiempo que
transcurre desde la toma de muestra del
paciente hasta que se dispone de la piel
artificial para su aplicacion.

El potencial regenerador del secretoma
obtenido de células madre mesenquimales
humanas esta siendo estudiado en nume-
rosos tejidos, como el cardiaco!” o el re-
nal."® Hasta la fecha no existe evidencia
cientifica sobre cual es la fuente de células
madre mesenquimales que aporta un secre-
toma con mejores propiedades regenerati-
vas y tampoco sobre si estas propiedades
son dependientes del tejido que se pretenda
generar o reparar. Con el fin de profundizar
en esta linea de estudio, se compara en este
trabajo el efecto regenerador de tres tipos de
secretoma a dos concentraciones distintas.
Es importante destacar que en la actualidad
existe un déficit de estudios cientificos que
exploren los resultados del secretoma a lar-

Figura 7. Imagen del estudio in vivo. Se presentan cuatro defectos cutaneos de espesor total
realizados mediante “punch” de 8 mm en el dorso de ratas Wistar. ADSC-s: secretoma deri-
vado de células madre mesenquimales de tejido adiposo; DPSC-s: secretoma derivado de cé-
lulas madre mesenquimales de pulpa dental; WJSC-s: secretoma derivado de células madre
mesenquimales de la gelatina de Wharton del cordén umbilical.

go plazo y, como consecuencia, debemos
ser cautos con la extrapolacion clinica de
este tipo de nuevas terapias.'”
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En primer lugar, se estudio la viabilidad de los fi-
broblastos cuando se exponian a medios enriquecidos
con secretoma obtenidos de células madre mesenqui-
males a distintas concentraciones. Todos los valores
de viabilidad recogidos en este analisis se situaron por
encima de 95%, por lo que a partir de los mismos se
puede concluir que la aplicacion de este tipo de secre-
tomas sobre cultivos de fibroblastos es segura y puede
ser utilizada en protocolos de Ingenieria Tisular para
facilitar la generacion de nuevos tejidos artificiales. Es-
tos datos fueron posteriormente corroborados con en el
estudio in vivo realizado en ratas Wistard, en el que no
se apreci6 ninguna complicacion durante el transcurso
del experimento.

Posteriormente se estudio la capacidad del secretoma
para inducir la proliferacion de fibroblastos, hallandose
un potencial inductor de proliferacion celular superior
al de los controles en todos los tipos y concentraciones
estudiadas. Cabe mencionar que las diferencias obser-
vadas a las 24 horas de cultivo fueron bajas, siendo ver-
daderamente apreciables a las 48 horas de exposicion e
incrementandose a las 72 horas de cultivo. Dichos cam-
bios podrian apuntar al requerimiento, por parte de los
fibroblastos, de un periodo de adaptacion al nuevo me-
dio enriquecido con secretoma.®”

A pesar de hallarse valores de contaje celular su-
periores al control en todos los tipos de secretoma,
ADSC-s y DPSC-s tendieron a presentar valores mas
altos, acercandose a cifras que duplicaron el nume-
ro de células observadas en el control. Curiosamente,
cuando se estudi6 la concentracion empleada, ADSC-s
presento contajes celulares superiores cuando se admi-
nistrd la concentracion mas alta. Por contra, en el caso
de DPSC-s y WJSC-s con la concentracion mas baja se
obtuvieron cifras de fibroblastos mas altas. Estos datos
podrian deberse al requerimiento por parte de los fibro-
blastos humanos de elementos nutritivos presentes en el
medio de cultivo como en el caso del suero bovino fetal
(SBF).?Y Sin embargo, se requieren mas estudios para
poder hallar la concentracion mas adecuada de cada tipo
de secretoma.

El siguiente paso fue analizar el potencial de los
secretomas obtenidos para inducir la migracion de fi-
broblastos in vitro. Para ello se valor6 la capacidad de
los fibroblastos para crecer desde los bordes del pocillo
de cultivo hasta ocupar la totalidad de la superficie de
estudio, alcanzando una confluencia celular elevada.
Todos los secretomas estudiados presentaron tiempos
de migracion mejores que el control. Sin embargo,
ADSC-s y DPSC-s mostraron los mejores resultados en
este estudio, especialmente en el caso de la concentra-
cion C2 de ADSC-s y la concentracion C1 de DPSC-s.

Cirugia Plastica Ibero-Latinoamericana - Vol. 48- N°4 -2022

Es interesante mencionar que estos tipos de secretoma
a estas concentraciones presentaron también mejores
valores en el estudio de proliferacion celular analizado
previamente.

Finalmente, se realizé un estudio in vivo en ratas para
valorar los tiempos de curacion de heridas generadas en
el dorso de los animales. Se apreci6 una mejoria aparen-
te de las heridas tratadas con los tres tipos de secretoma,
siendo especialmente resenable a partir del décimo dia
en las heridas tratadas con ADSC-s y DPSC-s. Ningtn
animal present6 complicaciones locales ni sistémicas
derivadas de la aplicacion del secretoma en la herida,
hecho que refuerza los resultados hallados en el test de
viabilidad in vitro previamente analizado.

Finalmente mencionar que, hasta la fecha, no se ha
hallado evidencia acerca del potencial oncogénico de
la aplicacion clinica de factores de crecimiento u otras
biomoléculas activas.®? Existen trabajos que apuntan a
un efecto protector debido al potencial inmunomodula-
dor y antitumoral de algunas moléculas presentes en el
secretoma de células madre mesenquimales humanas.
(2329 Sin embargo, se requieren mas estudios para poder
confirmar estos resultados, especialmente a largo plazo.

Como se ha reflejado en los resultados, el secretoma
de cé¢lulas madre mesenquimales humanas posee un gran
potencial regenerativo. Esto permite desarrollar modelos
de piel artificial mediante protocolos de Ingenieria Tisu-
lar en tiempos mas cortos. Con ello es posible obtener
una cobertura cutanea precoz y definitiva reduciendo las
complicaciones atribuidas a la demora en el tratamiento.

Por otro lado, la administracion de factores de cre-
cimiento presentes en el secretoma de células madre
mesenquimales humanas podria aumentar el nimero
de fibroblastos en la dermis y, como consecuencia, au-
mentaria el espesor de la misma y mejoraria la dispo-
sicion de las fibras de coldgeno y elasticas de la matriz
extracelular. Todo ello se traduciria en una mejoria en
la calidad de la dermis.®® Ademas, las patologias cuya
base terapéutica yace en la dermis y en los fibroblastos
podrian beneficiarse de las biomoléculas presentes en el
secretoma. Asi pues, el efecto terapéutico podria mejorar
procesos como la cicatrizacion de heridas, la epiteliza-
cion de quemaduras o el tratamiento de los queloides.®”

Por ultimo, es importante mencionar que el secre-
toma de células madre mesenquimales humanas es una
terapia acelular. Esto comporta una serie de ventajas
importantes tanto a nivel de investigacion basica como
para su aplicacion clinica® dado que habitualmente se
trata de productos que no generan un rechazo inmunolo-
gico en el huésped y, por lo tanto, podrian ser aplicados a
pacientes indistintamente de la fuente a partir de la cual
se obtengan.®)
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Efecto del uso de secretoma de células madre mesenquimales sobre heridas cutaneas.

Conclusiones

Los hallazgos del presente estudio muestran que la
aplicacion de secretoma procedente de células madre
mesenquimales humanas permite mantener cifras de via-
bilidad celular elevadas e incrementar el ritmo de proli-
feracion celular de fibroblastos en modelos in vitro. Asi-
mismo, no se han evidenciado efectos adversos a corto
plazo derivados del uso de secretoma en estudios in vivo.
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