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Aporta el siguiente RESUMEN:

Introduccion: La piel constituye la primera barrera de defensa frente a los or-
ganismos patégenos del ambiente. Cualquier dano que provoque la pérdida de su inte-
gridad debe ser resuelto con rapidez en un proceso conocido como cicatrizaciéon. En per-
sonas sanas, esto ocurre en cuatro etapas relacionadas, aunque diferentes: la coagula-
cién, inflamacién, nueva formacién de tejido y remodelacion, las cuales tienen una du-
raciéon determinada en el tiempo. Uno de los principales problemas asociados con la
diabetes es precisamente la alteracién de este proceso, concretamente lo que ocurre es
una persistencia de la fase inflamatoria que llega a convertirse en patologica generan-
dose lo que se conoce como ulcera diabética. Las primeras técnicas empleadas se basa-
ban en curas diarias y en el uso de vendajes que no dejaban traspirar la piel y no favo-
recian la cicatrizacion de las heridas. En la actualidad y, gracias a los avances en in-
genieria tisular junto con el desarrollo de nuevos materiales compatibles con su apli-
cacion dérmica han permitido avanzar en el desarrollo de nuevas metodologias. A esto
se le suma el descubrimiento de los compuestos lipidicos pro-resolutivos y su papel en
la regeneracion tisular que, combinados con los anteriores han permitido crear nuevos

apositos con mejores resultados.



Materiales y métodos: La toxicidad de los compuestos candidatos para su apli-
cacion dérmica, se testo in vitro mediante un ensayo colorimétrico en dos tipos celula-
res: fibroblastos procedentes de biopsias de piel y queratinocitos (HaCat). Para com-
probar su efecto in vivo se aplicaron de manera subdérmica en un grupo de 9 ratones
de la cepa C57BL/6dJ. Para testar el compuesto lipidico experimental con el proposito
de ser utilizado junto con el biomaterial candidato, se realizé de nuevo un estudio, pero
en este caso para comprobar si mejoraba los resultados proporcionados por otro ya co-
mercializado. Este compuesto pertenece a la familia de los acidos grasos w3 y no pre-
senta toxicidad conocida. Para determinar tanto su efecto regenerativo como la dosis y
el tiempo de administracion, se utilizaron cohortes de 15 ratones de la cepa R/BKS.CG-

M +/+ LEPR DB/J tratados de manera diferencial.

Resultados: De los compuestos candidatos estudiados tanto in vivo como in vitro,
el que mejores resultados presenta en términos de proliferacion celular es el alginato.
El PVP tampoco muestra toxicidad, aunque si que promueve menos el crecimiento
mientras que el quitosano no ofrece los resultados esperados y en principio no fue con-
siderado como apto para su aplicaciéon. Con respecto al ensayo in vivo del compuesto
lipidico, determinamos que la dosis de 100ng es la que muestra mejores resultados si
la comparamos con el compuesto comercial y con las demas dosis (50 y 300ng) y que

debe administrarse a las heridas diariamente.

Conclusiones: Se postula por tanto que el alginato es el precursor candidato
para ser utilizado en regeneracion tisular junto con el compuesto lipidico a una concen-

tracion de 100ng aplicado diariamente.
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Presents the following SUMMARY:

Background: The skin is the first defence barrier against environmental path-
ogens. Any damage that causes the loss of its integrity must be solved quickly in a
process known as healing. In healthy people, this occurs in four related but different
stages: coagulation, inflammation, new tissue formation and remodeling, which have
a duration determined in time. One of the main problems associated with diabetes is
precisely the alteration of this process, specifically what happens is a persistence of the
inflammatory phase that becomes pathological resulting in what is known as diabetic
ulcer. The first techniques used were based on daily cures and the use of bandages that
did not leave the skin perspiration and did not promote the healing of wounds. Nowa-
days, thanks to advances in tissue engineering and the development of new materials
compatible with dermal application, they have made it possible to develop new meth-
odologies. Added to this is the discovery of the pro-operative lipid compounds and their
role in tissue regeneration, which, combined with the previous ones, have allowed the

creation of new dressings with better results.

Methods: The toxicity of candidate compounds for dermal application was tested
in vitro by a colorimetric assay in two cell types: fibroblasts from skin biopsies and

keratinocytes (HaCat). To monitor their in vivo effect, they were applied subdermally



to a group of 9 mice from the C57BL / 6J strain. To test the experimental lipid com-
pound for the purpose of being used together with the candidate biomaterial, a study
was again carried out, but in this case, to check whether the results provided by an-
other already commercialized improved. This compound belongs to the family of the
fatty acids w3 and does not present known toxicity. To determine both their regenera-
tive effect and dose and time of administration, cohorts of 15 mice of the R / BKS.CG-
M +/+ LEPR DB/ J strain treated differentially were used.

Results: Of the candidate compounds studied both in vivo and in vitro, the best
results in terms of cell proliferation is alginate. PVP also shows no toxicity, although
it does promote growth less, while chitosan does not offer the expected results and was
not considered suitable for its application. With respect to the in vivo test of the lipid
compound, we determined that the dose of 100ng is the one that shows the best results
if we compare it with the commercial compound and with the other doses (50 and

300ng) and that it should be administered to the wounds daily.

Conclusions: It is postulated therefore that alginate is the candidate precursor
to be used in tissue regeneration together with the lipid compound at a concentration

of 100ng applied daily.
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Abreviaturas

DDA: del inglés, Degree of Deacetylation
DHA: del inglés, Docosahexaenoic acid

DMEM: del inglés Dulbecco's Modified
Eagle Medium

DMSO: del inglés, Dimethyl sulfoxide

EGF: del inglés, epidermal growth fac-

tor

EPA.: del inglés, Eicosapentaenoic acid
FBS: del inglés, fetal bovine serum
FDA: Food and Drug Administration

FGF2: del inglés fibroblast growth fac-
tor 2.

HB-EGF: del inglés, heparin bindin
EGF-like growth factor

HGPF: del inglés, hepatocyte growth fac-

tor

M.C: Medio de cultivo

ME: Matriz extracelular
MMP’s: metaloproteinasas

MTT: (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-

Diphenyltetrazolium Bromide)

PDGF: del inglés, platelet-derived

growth factor
PCL: Polycaprolactona

PGA: del inglés, poly (glycolic acid)

PLA: del inglés poly (lactic acid)

PPAR: del inglés, peroxisome-prolifera-

tor-activated receptors

PUFAs del inglés, polyunsaturated
fatty acids

PVP: Polivinilpirrolidona

SPMs: del inglés, specialized pro-resolu-

tion molecules
T/E: Tripsina/Estreptomicina

TGF-: del inglés, Transforming growth

factor beta

OMS: Organizacién mundial de la salud

FGF2r-I11b: del inglés, Homo sapiens
fibroblast growth factor receptor 2

PBS: del inglés, phosphate buffered sa-
line

VEGPFA: del inglés, vascular endotelial
growth factor A



1. Introduccion

1.1 Cicatrizacion de heridas

La piel de una persona adulta esta
constituida por dos capas diferentes de
tejido: una epidermis queratinizada con
epitelio plano estratificado, y la dermis,
mas gruesa (20-30 veces mas) y situada
por debajo de la anterior. Esta tltima es
rica en colageno y proporciona soporte y
nutrientes al resto de células. La dermis
esta compuesta a su vez por dos capas:
la papilar o superior, constituida por te-
jido conectivo laxo, y la reticular o pro-
funda, formada por tejido conectivo fi-

broso y elastico.

Dado que la piel constituye una
primera barrera de proteccion, toda al-
teracién que rompa su integridad, debe
ser resuelta con rapidez. Esto ultimo se
consigue gracias al proceso de cicatriza-
ciéon que comienza con la formacion de
un coagulo para taponar la herida. A
partir de entonces, se inician una serie
de etapas en las que se reconstituye el
tejido perdido. Para ello, participa todo
el conjunto de células inflamatorias, asi
como los fibroblastos y capilares, que in-
vaden el coagulo formando un tejido con-

tractil que delimita la zona de la herida.

Esto da lugar a unos bordes forma-
dos por tejido epidérmico nuevo que co-
mienzan a migrar de fuera hacia aden-
tro, hasta cubrir la zona desnuda (Clark,
1988). Al finalizar el proceso, se genera
una cicatriz de tejido conectivo con poco
contenido de colageno. La mayoria de
las lesiones que sufre la piel, se resuel-
ven eficazmente en un par de semanas.
Sin embargo, algunos de los componen-
tes que se han perdido no se regeneran
y, cOmo consecuencia, se visualiza un re-

sultado 1imperfecto y poco estético.

1.1.1 Fases de la cicatrizacién

El proceso de cicatrizacién puede
ocurrir de dos maneras diferentes: por
intencién primaria, si se cierra con sutu-
ras, o por intencién secundaria, si se
deja que repare sola. En este ultimo
caso, el tejido se restaura gracias a la
formacion de tejido conectivo nuevo y

por recrecimiento de epitelio.

En todos los sistemas de érganos
en mamiferos, la respuesta normal al
dafio ocurre en 4 fases superpuestas,
pero distintas, que son: la coagulacién,
inflamacién, nueva formacién de tejido y

remodelacién. Estas deben tener lugar



en la secuencia y el tiempo apropiado

para que el proceso se considere exitoso.

Coagulacion: En esta etapa se
produce la formacién de un coagulo que
sirve como escudo protector provisional
del tejido descubierto. Proporciona una
matriz sobre la cual las células pueden
migrar para iniciar la reparacion. El
coagulo esta formado por plaquetas em-
bebidas en fibras entrelazadas de fi-
brina obtenidas del fibrinégeno por la
accion de la trombina, junto con peque-
nas cantidades de fibronectina, vitro-
nectina y trombospondina (Clark, 1988).
Este coagulo sirve ademas como reser-
vorio de las citoquinas y factores de cre-
cimiento liberados en la degranulacién
de las plaquetas que, a su vez, actian
como senales quimiotacticas para reclu-
tar células inflamatorias circulantes al
sitio de la herida iniciando asi el proceso
de reepitelizaciéon y contraccion del te-

jido conectivo y la angiogénesis.

Inflamacion: El dano producido
en el tejido, genera la disrupciéon de los
vasos sanguineos y la extravasacion de
leucocitos inflamatorios. Los neutrofilos
son las primeras células que llegan a la

zona del tejido danado en respuesta a la

liberacion de mediadores vasoactivos y
factores de crecimiento por parte de la
matriz de fibrina. La activacion de la via
del complemento y la degranulacién de
las plaquetas junto con la consiguiente
liberaciéon de mediadores como el factor
de crecimiento plaquetario (PDGF) y los
productos de la degradaciéon bacteriana,
también contribuyen a dicho proceso
(Grose and Werner, 2004). Aunque ini-
cialmente se pensaba que la funciéon de
estas células era unicamente la de lim-
piar la herida de particulas extranas y
bacterias, hoy en dia se sabe que tam-
bién liberan citoquinas pro-inflamato-
rias que actiian como senales tempranas
que activan a los fibroblastos y quera-

tinocitos locales (Hibner et al., 1996).

A menos que haya infeccion, el nu-
mero de neutroéfilos cae por la accion fa-
gocitica de los macroéfagos. Estos se van
acumulando en el sitio de la herida gra-
cias a la incorporacién de monocitos que
comienzan a activarse e inician la gra-

nulaciéon del tejido (Figura 1a).

Estas células se unen a proteinas
especificas de la matriz extracelular a
través de integrinas y se encargan de la

fagocitosis de organismos patogenos.



Tras ser activados, los macrofagos
liberan una nueva bateria de citoquinas
y factores de crecimiento que amplifican
las ya iniciadas por la degranulacién de

las plaquetas y los neutrofilos.

Formacion de tejido nuevo: Es
la tercera fase y tiene lugar 2-10 dias
después del dano. Se caracteriza por la
proliferacion y la migracion de distintos
tipos celulares (Figura 1b). Esto ultimo
lo inician los queratinocitos localizados
por debajo de la dermis danada. De for-
ma simultanea, se forman nuevos vasos
sanguineos en un proceso conocido como
angiogénesis (Werner and Grose, 2003)
bajo la accion de dos reguladores positi-

vos importantes: el VEGFA y el FGF2.

Los primeros capilares que se for-
man, estan asociados con fibroblastos y
macrofagos y sustituyen la matriz de fi-
brina granulada por un nuevo sustrato
para la migraciéon de mas queratinoci-
tos. En la ultima parte de esta etapa, los
fibroblastos que han migrado desde el
borde de la herida o de la médula 6sea
son estimulados por los macréfagos vy,
algunos de ellos, se diferencian a miofi-

broblastos (Opalenik and Davidson,

2005). Estos ultimos son células contrac-
tiles que interaccionan con los fibroblas-
tos y producen matriz extracelular
(ME), principalmente de colageno, que
en ultima instancia forma la mayor
parte de la cicatriz (Werner, Krieg and

Smola, 2007).

Remodelacion: Es la dltima eta-
pa y comienza pasadas 2-3 semanas tras
originarse el dano. Todos los procesos ya
iniciados cesan y la mayoria de las célu-
las endoteliales, los macréfagos y miofi-
broblastos entran en apoptosis o salen
de la herida dejando una masa que con-
tiene pocas células y que esta compuesta
principalmente por colageno y otras pro-

teinas de la ME (Figura 1c).

Con el paso del tiempo y hasta
aproximadamente un ano, dicha matriz
pasa de estar principalmente compuesta
por colageno tipo III a estarlo por cola-
geno tipo I (Lovvorn et al., 1999) en un
proceso llevado a cabo por metaloprotei-
nasas (MMP’s) que son secretadas por fi-
broblastos, macréfagos y células endote-
teliales. Aunque de esta forma el tejido
se repara, no recupera sus propiedades

iniciales (Levenson et al., 1965).
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Figura 1: Fases normales del proceso de ci-
catrizacion. (a) inflamacion (b) formacién de tejido
nuevo (c) remodelacion. La formacion del codgulo su-
cede previa a la inflamacion (Gurtner et al., 2008).

Las heridas cronicas suelen fallar
en el progreso a través de estos 4 esta-
dios y arrastran una fase de inflamacion
que no se resuelve y avanza hasta con-
vertirse en patoldgica. Esto genera un
bucle descontrolado que es retroalimen-

tado de forma positiva (Figura 2). Los

neutroéfilos son activados y se inicia la li-
beracion de enzimas y la degradacion

del tejido.

Este nuevo ambiente favorece la
atraccion de nuevos neutroéfilos que con-
tintan el ciclo. Ademas, la concentra-
cion de MMP’s aumenta y la disfuncion
de los queratinocitos y fibroblastos es
aparente ya que no son capaces de gene-
rar ME debido a que la degradacion del
colageno es mayor que su sintesis. A esto
se le suman las especies de oxigeno reac-
tivas y una neuropatia e hipoxia. Todos
estos procesos activos, interrumpen la
cicatrizacion y conducen a un estado cro-
nico conocido como ulcera (Menke et al.,

2008)

1.1.2 Mecanismos moleculares

De las proteinas que intervienen
en el proceso de reepitelizacion, desta-
can algunas procedentes de la ME y sus
receptores, proteasas, proteinas del ci-
toesqueleto y enzimas que participan en
el balance redox (Raja et al., 2007). Los
factores de crecimiento y algunas hor-
monas también son muy importantes.
Ambos actian sobre dianas que son
clave en la reparacion de la dermis y epi-

dermis danadas (Figura 3).



Factores de crecimiento: Des-
taca el factor de crecimiento hepatico
(HGF). Este actia uniéndose y acti-
vando el gen MET, que codifica para un
receptor tirosina quinasa importante en
el desarrollo embrionario, la organogé-
nesis y la cicatrizacion de heridas
(Chmaielowiec et al., 2007). Los ratones
con queratinocitos deficientes en este
gen, tienen una baja reepitelizaciéon en

respuesta a una herida en la piel.

Otros factores que regulan el pro-
ceso de forma positiva (Figura 3), son los
miembros de la familia del factor de cre-
cimiento epidérmico (EGF). Dentro de
estos, destacan los ligandos del receptor

del factor de crecimiento fibroblastico

(FGF2g-IIIb).

HERIDA

l

Inflamacion

Sin embargo, otros compuestos de
esta misma familia, como el factor de
crecimiento transformante beta (TGF-

B), regulan el proceso negativamente.

Por ultimo, también se ha visto que
los queratinocitos muestran niveles ele-
vados de varios miembros de la familia
del receptor EGF (EGFR) los cuales in-
tervienen en la formacion de tejido
nuevo (Figura 3) siendo particular-
mente importante el factor de creci-
miento ligado a heparina (HB-EGF)
(Shirakata et al., 2005). Estos regulado-
res son asimismo ligandos de diversos
receptores tirosina-quinasas, cuya acti-
vacién es capaz de estimular la migra-
cién, proliferacién y supervivencia de los

queratinocitos.

aguda

Inflamacion
cronica

U

>

Proliferacion

Figura 2: Bucle inflamatorio. En las heridas cronicas, el estado de inflamacion
se arrastra durante el proceso y no progresa a través de las etapas normales de la cica-

trizacion. (Menke et al., 2007)



Hormonas y otros factores: A
parte de los factores de crecimiento an-
teriormente comentados, hay diversas
moléculas de baja masa molecular que
también actiian como mediadores y re-
guladores de la reepitelizacion del tejido
danado. Un ejemplo es la acetilcolina y
sus receptores que son producidos por

los queratinocitos.

Estos generan un bucle autocrino
que regula positivamente (receptores
muscarinicos del subtipo M4) o negati-
vamente (receptores M3) la migracion
de este tipo celular. Esta regulacién au-
tocrina negativa, también es controlada
por las catecolaminas y sus receptores

producidos por los queratinocitos.

Otras moléculas que participan en
este proceso, son los acidos grasos po-
liinsaturados y derivados. Ambos son
capaces de actuar sobre los receptores
activados por proliferadores de peroxiso-
mas (PPAR’s) y tienen un papel impor-
tante en la regulacion de la reepiteliza-
cion. Concretamente, PPAR-a y PPAR-B
(en conjunto PPAR-y) estan sobreexpre-
sados en los queratinocitos tras el dano

(Pullar et al , 2006).

1.2 Problemas de la cicatrizacion
en diabéticos

La diabetes mellitus es una altera-

ci6n metabdlica crénica cuya prevalen-
cia se ha incrementado muy rapida-
mente en todo el mundo. Aparece
cuando el pancreas no produce insulina
suficiente o cuando el organismo no la
utiliza eficazmente. En base a esto dis-

tinguimos dos variantes de la misma:

e Diabetes tipo 1: se produce la
destruccion de las células B del
pancreas debido a un trastorno
autoinmune. Como consecuencia
se genera una deficiencia absoluta
en la produccion de insulina

(Katzung and Trevor, 2011).

e Diabetes tipo 2: Es la forma mas
comun en la que se manifiesta la
enfermedad. Se caracteriza por
una hiperglucemia, resistencia a
la insulina y deficiencia relativa
de la misma. Su desarrollo se debe
a factores genéticos y a un estilo
de vida sedentario junto con la
obesidad y el consumo de sustan-

cias tales como alcohol y tabaco
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Figura 3: Proceso de re-epitelizacién. Se ob-
servan los factores de crecimiento que estimulan la re-
epitelizacion de la herida HGF, que se une a MET;
FGF7y FGF10 que se unen a FGFR2-111b, y ligandos
del EGFr como el TGF-a y HB-EGF. Las vias de sefia-
lizacion iniciadas activan los factores de transcripcion
transductor y activador STATS y las proteinas API),
que ayudan a regular la re-epitelizacion de la herida
(Gurtner et al., 2008)

La insulina es una hormona que
regula la cantidad de aztcar presente en
la sangre y por ello su defecto produce
hiperglucemia. Segin datos de la orga-
nizaciéon mundial de la salud (OMS) en
2014, el 8,5% de los adultos tenia diabe-
tes. En el afo 2012 fallecieron 1,5 millo-
nes de personas como consecuencia di-
recta de la enfermedad, registraron 2,2
millones mas con los niveles de glucemia
altos. Todo esto permite afirmar que en
2030 habra 552 millones mas de adultos
con la patologia, aumentando un 42,4%

en América y un 20% en Europa.

La tlcera ha sido la complicacién
mas estudiada de la enfermedad, sobre
todo en el tipo 2 por ser en el que mas
ampliamente se manifiesta. Hoy en dia,
el diagndstico y la clasificacion de estas
ulceras se basa en el sistema Wagner y
la universidad de Texas (Eldor et al.,
2004). El tratamiento que utiliza se basa
en vendajes y curas diarias para elimi-
nar cualquier resto de tejido necrotico.
Sin embargo, los resultados no siempre
son buenos y un 14-20% de los pacientes
con diabetes resultan en la amputacion

del miembro afectado.

1.3 El papel de los compuestos li-
pidicos pro-resolutivos
1.3.1 Fundamento teodrico
En los ultimos anos, la inflamacién
no resuelta de algunos tipos de heridas
ha supuesto un grave problema. Tanto
es asi, que se ha convertido en objeto de
estudio tanto a nivel molecular como ce-
lular (Samuelsson, 2012). Esto ha hecho
posible la identificacion de nuevos me-
diadores quimicos como péptidos, los
acidos grasos poliinsaturados y ciertas
quimioquinas y citoquinas que modulan
y reducen la inflamacién aguda (Serhan

and Petasis, 2011).



El fin de la inflamacién y la consi-
gulente vuelta a la homeostasis, es regu-
lada por la biosintesis activa de com-
puestos derivados de acidos grasos po-
liinsaturados (PUFA’s). Estos se sinteti-
zan de forma endogena y reciben el nom-
bre de mediadores pro-resolutivos espe-
cializados (SPMs) (Serhan, 2007, 2014).
De éstos, la familia de lipoxinas que de-
rivan del acido araquiddnico (06) fue la

primera que se descubrio.

Actualmente, se han identificado
nuevos SPMs, como las resolvinas, que
son biosintetizados a partir de acidos
grasos ®3 como el acido eicosapentae-
noico (EPA). Dichos mediadores, requie-
ren de la presencia de las enzimas ci-
clooxigenasa y lipooxigenasa para su
sintesis. Las resolvinas de la serie E de-
rivan del EPA (Serhan et al., 2000)
mientras que las de la serie D, junto con
las protectinas y maresinas, son biosin-
tetizados a partir del acido docosahexae-

noico (DHA) (Dalli et al., 2015).

1.3.2 Biomateriales

Los biomateriales son sustancias
no toxicas y adaptadas a los sistemas vi-
vos. Los hay de distinta naturaleza (Ta-

bla 1) y se utilizan principalmente para

reemplazar tejidos u organos danados
(Rakhorst and Ploeg, 2008). Son capaces
de mantener el contacto con los fluidos y
tejidos corporales teniendo adversas mi-

nimas (Heness and Ben-Nissan, 2004).

La cicatrizacion de heridas y los
biomateriales se relacionan entre si por
la respuesta tisular a su implante
(Kindt et al., 2007). Esto surge con el na-
cimiento de la ingenieria de tejidos en
1987 como alternativa al trasplante tra-
dicional de 6rganos (Lanza, Langer and
Vacanti, 2007). El objetivo que persi-
guen es sanar la herida en el menor
tiempo posible reduciendo la infeccién y
el dolor. El tratamiento sera efectivo, si
se reduce la cantidad de tejido necrotico
y la invasién microbiana (Mayet et al.,
2014). Esto se intentaba con materiales
simples que formaban parte de gasas o

vendas para detener la hemorragia.

Actualmente, y gracias a una ma-
yor comprension de los mecanismos mo-
leculares y celulares del proceso de cica-
trizacion, la ingenieria de tejidos utiliza
nuevas estrategias de regeneracion ba-
sadas en una mayor comprension de los
mecanismos moleculares y celulares del

proceso de cicatrizacion.



Tabla 1: Clasificacion de los biomateriales segun su naturaleza en: naturales dentro de los cuales encon-
tramos los polisacaridos y algunas proteinas, sintéticos y compuestos. Adaptada de (Aramwit, 2016)

Naturales

Se usan principalmente en forma de hidrogeles para tra-
Polisacdridos | ¢ar heridas de la piel y quemaduras. Pueden ser neutros,
acidos o basicos destacando la celulosa, el alginato y el
quitosano respectivamente.

Proteinas

Son los mas utilizados. Destacan el fibrinégeno y el cola-
geno. Este ultimo lo producen los fibroblastos y estimula
la rapida cicatrizacién de las heridas.

Sintéticos

Son producidos de forma artificial y mimetizan a los compuestos bioldgicos.
Destacan los poliésteres alifaticos por su elevada fuerza mecanica, propie-
dades flexibles y ser faciles de procesar. Los acidos polilactico, poliglicélico,
policaprolactona (PLA, PGA, PCL) y sus copolimeros, son algunos de los
aprobados por la FDA para ser utilizados en el vendaje de heridas y rege-
neracion tisular. Se producen normalmente usando una técnica conocida
como electrospinning (Norouzi et al., 2015)

Compuestos | ci¢n de ambos. Algunos de los que més se utilizan contienen quitosano, al-

El objetivo mas importante que se
persigue es el diseno de los biomateria-
les como scaffolds que soporten las cé-
lulas y moléculas de senalizacién para
la posterior regeneracion del tejido.

La National science fundation los
define como los materiales mas apro-
piados para reparar, mantener y mejo-
rar la funcién tisular (O’brien, 2011).
En base a esto se han desarrollado dos
metodologias: la estrategia in vitro, im-
plica la siembra celular sobre los scaf-
folds que son posteriormente implanta-

dos en el tejido lesionado. El material

Son una mezcla formada por polimeros naturales o sintéticos o la combina-

ginato o celulosa sobre todo en forma de hidrogeles.

es degradado gradualmente y sélo el te-
jido generado es funcional. En la in vivo
se busca el mismo resultado, pero en
este caso, el biomaterial es implantado
en la regiéon danada para estimular la
infiltraciéon de células vecinas respon-
sables de la deposicion de ME.

En el presente trabajo, se han uti-
lizado 3 precursores con bases polimé-
ricas diferentes. El quitosano, que es
un compuesto de naturaleza polimérica
soluble en medio acido que se obtiene a
partir de la desacetilacion completa de

la quitina. Es cationico y lineal (Zhang



et al., 2011) y lo podemos encontrar de
forma natural en las paredes celulares
de las plantas y los hongos, asi como en
los exoesqueletos de algunos crustaceos
(Larez Velasquez, 2006). La presencia
de grupos amina en su cadena poli-
peptidica, le otorga propiedades que lo
convierten en un material muy versatil
para su uso en biomedicina (Larez

Velasquez, 2003).

El alginato es un polisacarido lo-
calizado en algas como L. hyperborea.
Esta formado el acido L- gulurénico y el
D-manurénico. En forma de sal, es so-
luble en agua (pH 3,5) y solventes orga-
nicos, pero es insoluble en soluciones
con calcio. Su viscosidad aumenta con
la concentracion y a bajas temperatu-

ras (Avendano-Romero et al., 2013)

Por ultimo, el PVP, es un polimero
soluble en agua, formado por cadenas
de diversas vinilpirrolidonas. Se com-
bina con otros biomateriales como el al-
ginato para ser utilizado en cirugia pe-
riodontal y regeneracion 6sea (Macias-
Hernandez et al., 2014). Favorece el
crecimiento de fibroblastos, regula el
proceso inflamatorio y acelera la cica-

trizacion de heridas. Se usa de forma

local para las pérdidas cutaneas, ulce-
ras vasculares y quemaduras (Penilla

et al., 2008).

La necesidad de materiales para
el tratamiento de heridas en las cuales
hay pérdida de dermis y epidermis hace
necesario conocer las propiedades y los
mecanismos de interaccién de los mis-
mos (Tabla 2), para asi disefiar una

buena estrategia de regeneracion.

2 Objetivos

e [Estudiar la toxicidad in vitro de los
tres compuestos con los que se sin-
tetizan los biomateriales (quito-
sano, alginato y PVP y del com-
puesto experimental.

e LKstudiar la degradabilidad y el
grado de inflamacién que producen
los biomateriales en un entorno
dérmico, utilizando el modelo sub-
dérmico de raton.

e Determinar la dosis éptima in vivo
del compuesto lipidico experimen-
tal en el modelo de wound healing

en ratones diabéticos.
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Tabla 2:

Ventajas y desventajas de los biomateriales. Tabla adaptada de (Chaudhari et al., 2016)

Tipos Ventajas Desventajas

Porosos Permiten una buena secreciéon de la Las células se distribuyen de forma
ME y la adhesion de nutrientes. heterogénea.

Fibrosos Su estructura permite la correcta ad- Hay que modificar su superficie
hesién y proliferaciéon celular para poder adherir los compuestos.

Hidrogeles Son los mas biocompatibles y se de- Resistencia mecanica limitada por
sintegran de forma controlada las partes blandas

Microesferas | Son faciles de fabricar y favorecen la Los métodos empleados en su sinte-
migracién celular sis reducen la viabilidad celular

Compuestos | Mucha biodegradabilidad y con gran Con baja afinidad celular. También
fuerza mecanica. generan productos acidos toxicos

Acelulares Con poca respuesta inflamatoria e Descelularizacién completa para
Inmune y resistencia mecanica alta. evitar la respuesta inmune

3  Materiales y métodos

3.1 Obtencion de los precursores
El alginato y el quitosano (Aitex®)
se obtuvieron a partir de la evaporacion
de un disolvente por secado rapido,
usando un gas calentado con un fluido
atomizado con una técnica conocida

como spray drying (Hall, 1988).

Por contra, el PVP (Aitex®), fue
obtenido por electrohilatura. Esta me-
todologia permite crear fibras a escala
nanométrica gracias a la iteracion de
cargas eléctricas. Para ello hace uso de
un campo eléctrico fuerte que se aplica

entre dos polos opuestos, dotados por

un sistema de inyeccién y una placa
metalica de potencial 0, donde se depo-

sitan las fibras (Jun et al., 2000).

3.2 Lineas celulares
Se utilizaron dos tipos de células
dérmicas: queratinocitos de la linea ce-
lular HaCat (Zen Bio Inc®). y fibroblas-
tos obtenidos de la piel desechada de
pacientes sanos sometidos a una ciru-
gia de abdominoplastia. Ambas lineas
se conservaron en criotubos manteni-
dos en nitrégeno liquido.
3.2.1 Medios de cultivo
Las células HaCat se crecieron en

un medio de cultivo (M.C) compuesto
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por DMEM bajo en glucosa (Fisher
Scientific ®) suplementado con un 10%
de FBS quelado, P/E 1% y gentamicina
(50ug/pLy). En el caso de los fibroblastos
se crecieron en M.C con DMEM alto en
glucosa suplementado como el anterior,
pero con FBS sin quelar.
3.3 Estudios in vitro

3.3.1 Descongelacion celular

El contenido de los criotubos se
descongel6 en un bano a 37°C. En con-
diciones estériles y con una pipeta Pas-
teur de plastico se anadi6 el M.C ade-
cuado, gota a gota, hasta llenar el crio-
tubo. Posteriormente, las células fue-
ron trasvasadas a un falcon con 7ml de
M.C y se centrifugaron a 400g durante
Tmin. Tras retirar el sobrenadante, el
pellet celular se resuspendié en 5ml de
M.C que se trasvasaron a un F75 junto
con 10ml de M.C. Las células se incuba-
ron a 37°C y trascurridas 24h, se realizo
un cambio de medio.

3.4 Mantenimiento de las lineas

celulares: pase celular
El1 M.C de las placas confluentes,
se aspird con una pipeta de vidrio co-
nectada a una bomba de vacio. Después
se anadieron 6mL de PBS para lavar

los restos de M.C que pudieran quedar.

A continuacién, se anadié 1mL de trip-
sina/EDTA 1x (T/E) a la placa y se in-
cub6 a 37°C (5% CO2 y saturacién de
humedad) unos 2-3min para fibroblas-

tos y 5min para HaCat.

A continuacién, se anadieron 7mL
de M.C por toda la placa, varias veces,
para inactivar la T/E, aplicandolo con
fuerza sobre la zona de adhesion. Tras
resuspender varias veces, las células se
recogieron en un falcon de 15ml y se
centrifugaron a 400g, 5min. El pellet
celular resultante se resuspendié en
1ml de M.C. A continuacién, se proce-

di6 a realizar un recuento celular.

3.5 Recuento celular mediante ca-
mara Biirker

La camara de recuento utilizada
consta de un cuadrado central (Imm?)
dividido en 16 cuadrados medianos
cada uno de ellos en su interior con 25
cuadrados pequenos (9 de ellos dividi-
dos por la mitad). Al colocar la muestra
bajo el cubreobjetos, la suspension celu-
lar alcanza una altura de 0,1mm (Fi-
gura 4). Si consideramos el cuadrado
grande central, el volumen contenido

en éste sera de: 0,1 mma3 = 104 ml.
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Figura 4: Diagrama de la camara Biirker uti-

lizada para el recuento celular

Para el recuento se cogieron 10uL
de suspension celular y se le anadié el
mismo volumen de azul tripan. De los
20pL resultantes y tras resuspender vi-
gorosamente, se cargaron 10pL en la
camara (dilucién 1:2). Con el objetivo
10x se localiz6 la zona de recuento y con

el de 40x se procedi6 a contar.

El recuento se hizo de acuerdo con
el siguiente criterio: se contaron y su-
maron todas las células que estaban
dentro de dichos cuadros incluyendo las
que tocaban los lados superior y dere-
cho de los mismos. Tras contar tres cua-

drados se aplicé la siguiente formula:

[ Resultado * 104*2 ]

Figura 4: Formula para obtener la concentra-
cion celular. El resultado obtenido son células/ml

3.6 Ensayo de viabilidad celular
Para estudiar la citotoxicidad de
los compuestos precursores de los bio-
materiales, se realizaron ensayos de
viabilidad celular. Las células produ-
cen la reduccion metabdlica del 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol
(MTT) gracias a la enzima mitocondrial
succinato-deshidrogenasa. Como pro-
ducto se obtiene un compuesto azul
(formazan) que permite determinar la
funcionabilidad mitocondrial de las cé-
lulas. La viabilidad es proporcional a la

cantidad de formazan producido.

Las células HaCat y los fibroblas-
tos fueron sembradas en placas de 96
pocillos (10.000cél/pocillo) y se crecie-
ron en un incubador humedo a 37°C
(5% de CO2) durante 24h. Transcurrido
el tiempo, se retir6 el MC, se lavaron los
pocillos con 100uL de PBS y se anadie-
ron los precursores a testar durante
otras 24h en las condiciones anteriores.
Se realizaron diluciones seriadas de los
compuestos (1/5 para el alginato y 1/2
para el quitosano y el PVP). A continua-
cion, se anadieron 100pL/pocillo de una
disolucion de MTT en M.C (diluciéon
1:11) y la placa se incub6 2h a 37°C.
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Tras este tiempo, se retiré el M.C
con el reactivo MTT y se analizo la via-
bilidad celular por absorbancia a
550nm tras anadir 100pL/pocillo de di-
metilsulféxido (DMSO),

3.7 Estudios in vivo

3.7.1 Animales

Los ratones utilizados en modelo
subdérmico y wound healing fueron de
las cepas C57BL/6J y R/BKS.CG-M +/+
LEPR DB/J respectivamente. En am-
bos casos machos de 6-8 semanas y 200-
250g. Se obtuvieron de la empresa

Charles River Laboratories Inc.,

3.7.2 Modelo subdérmico

Para estudiar la reaccion de los
precursores en un entorno dérmico, se
utilizé un total de 9 animales, 3 por

cada grupo experimental (alginato, qui-

tosano y PVP).

Todos los procedimientos llevados
a cabo fueron previamente aprobados
por el comité ético y de bienestar ani-
mal. Cada animal fue anestesiado con
sevofluorano (1-2,5% y con Oz 1L/min)
administrado de manera inhalatoria a
través de una mascarilla durante todo
el procedimiento. Seguidamente, se les

realiz6 un bolsillo de 2cm?2 en la zona

dorsal con ayuda de unas tijeras. A con-
tinuacion, se les introdujo el compuesto
a testar (20mg) pegado a la parte supe-
rior de la fascia muscular y no directa-
mente en la musculatura (Castellano
D., et al 2017). Al primer grupo se le im-
planté PVP, al segundo quitosano y al
tercero alginato. Por ultimo, la herida
se cosi6 con hilo de sutura (Monosyn
3/0, B/Braun) y se tratdé con povidona
yodada para crear un ambiente asép-
tico. Los ratones se mantuvieron sepa-
rados en jaulas de forma individual du-

rante 14 dias.

Tras este tiempo los animales fue-
ron sacrificados y se tomaron las mues-
tras de piel que estuvieron en contacto
con el compuesto para realizar la histo-

logia y su posterior analisis.

3.7.3 Modelo wound healing

Para ver el efecto del compuesto li-
pidico en la regeneraciéon dérmica, se
1mito la Ulcera diabética en ratones y se
estudio su evolucién. Los animales fue-
ron depilados 24h antes de la interven-

cién y se alojaron de forma individual.

Al dia siguiente se pasé a realizar
la herida en el lomo del animal. Du-

rante todo el proceso de la cirugia los
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animales estaban anestesiados y anal-
gesiados. Con la piel tensa, se les puso
un anillo de silicona fijado con pega-
mento quirdrgico. A continuacién, con
un bisturi circular o punch, se realizd
una escision circular en la piel de 6mm

en el area delimitada por la arandela.

A un grupo (n=3) se le administra-
ron 15puL de una solucién salina como
control negativo. A otro grupo (n=3) un
compuesto lipidico (Solutexe) de dis-
tinta concentraciéon, diluido con la
misma solucién que los controles. Y al
ultimo (n=3) RvD1 como control posi-
tivo (Cayman Chemical). Dada la ines-
tabilidad de este compuesto, se hicieron
alicuotas de 4pL, conservadas a -80°. El
compuesto se encontraba previamente
diluido en EtOH absoluto (10pg en
100uL de etanol). Cada dia antes de su
uso, dicho disolvente se evapord expo-
niéndolo a una corriente suave de Na. A
continuacion se anadieron 60pL de
suero salino y se homogeneiz6 con vor-

tex y sonicando durante 1min.

Las soluciones se aplicaron sobre
la herida utilizando una pipeta. Para fi-

nalizar, las heridas se cubrieron con

una membrana semipermeable, adheri-
das al disco de silicona, sin tocar la
zona de aplicacién, pero manteniendo
la humedad. Los compuestos se anadie-

ron hasta el dia 10 del ensayo.

Se realiz6 un seguimiento diario
para limpiar las heridas con suero sa-
lino y aplicar de nuevo cada compuesto.
Ademas, se tomaron imagenes para ver
céomo iban cerrando y se midieron sus
areas para seguir su evolucion. Estas
tareas se realizaron diariamente hasta
el scarificio de los animales, a dia 14.
Para cuantificar las areas se utiliz6 el
programa Image J y los resultados se

representaron en GraphPadPrism 5.

3.8 Técnicas histologicas
3.8.1 Fijacion, inclusiéon y seccio-
namiento de tejidos
Las muestras de tejido (secciones
transversales de la zona tratada) se ob-
tuvieron tras el sacrificio de los anima-
les a dia 14. Todas ellas se mantuvieron
durante 6 dias en EtOH 70% que fue
cambiado al dia siguiente. Posterior-
mente se realizé el protocolo de inclu-
sion (Tabla 3). Y las muestras quedaron

incluidas (inclusor Leica EG 1150 H) en
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parafina. Por ultimo, se realizaron dos

series de 10 cortes de 5 pm cada uno.

Tabla 3: Protocolo de inclusion para
muestras procedentes de biopsias de piel. En cada
paso, exceptuando los de parafina, se mantuvo una
agitacion de 100rpm.

Reactivos Tiempo (h)
Etanol 80% (2x)1
Etanol 96% 1
Etanol 96% 1,30
Etanol 100% 2
Etanol 100% o/n
Xilol I 1,30
Xilol IT 2,30
Parafina I 2
Parafina I1 2,30

3.8.2 Tinciones

Los portaobjetos con los cortes en
parafina, se desparafinaron (Tabla 4)
para ser posteriormente teniidos con la
la tincién de hematoxilina/eosina (H/E)

(Tabla 5).

Tabla 4: Protocolo de desparafinar. Tras com-
pletarlo, los portaobjetos se deben mantener en agua
destilada hasta la tincion. o PBS 1X si se tifie al dia
siguiente.

Reactivos Tiempo (min)
Estufa 60°C 25-30
Xilol (2x)10
Etanol 100% (2x)10
Etanol 96% 10
Etanol 70% 10

Tabla 5: Protocolo de tincion para Hema=to-
xilina/Eosina. Tras completar la tincion, los por-
taobjetos se montaron con DPX o Eukitt. Alcohol clor-
hidrico 1:200 en EtOH 70%. Agua amoniacal 15-20
gotas de amoniaco en agua del grifo

Hematoxilina de Harris durante 30s
Agua del grifo hasta lavar bien

Dos pases de alcohol clorhidrico
Agua del grifo hasta lavar bien
Cinco pases en agua amoniacal
Agua del grifo hasta lavar bien
Eosina alcohdlica durante 30s

Un pase en agua del grifo

20 pases en etanol 96%

20 pases en etanol 100%

3 pases en xilol

4 Resultados y discusion

La toxicidad de los precursores se
testd in vitro en fibroblastos y HaCat
para determinar si habia una reaccién
inflamatoria. Cada compuesto fue ad-
ministrado a las células ya sembradas
en placas de 96 pocillos y, tras 24h en
contacto, se analizé la viabilidad me-

diante un ensayo colorimétrico.

Cuando las células se crecen en
presencia de alginato, Unicamente se
observa toxicidad a una concentracion

del 3,5% (Figura 5).
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Figura 5: Representacion grdfica de la toxicidad del alginato. Se observa que la viabilidad celular cae de forma
significativa cuando la concentracion del biomaterial es del 3,5%. Esto sigue la linea de los resultados obtenidos por
otros autores en los que han visto que la toxicidad del alginato aumenta cuando se aplica a una concentracion alta

por encima del 2%.

Algunos autores han visto que las
células forman esferoides dentro de
capsulas del biomaterial y que eso favo-
rece su proliferaciéon (Mosahebi et al.,
2001). Se sabe que esto depende de la
concentracion de alginato y del nimero

de células sembradas en la placa.

Cuando la densidad celular es alta
y la concentracion de alginato baja
(<2%) la viabilidad es mayor que con
una densidad celular baja y la concen-
tracion alta (Grover et al, 2011). Esto

explica nuestros resultados donde se

observa toxicidad cuando la concentra-

cién supera el 2%.

Cuando las células se sembraron
en presencia de PVP, la viabilidad celu-
lar, en términos de absorbancia, es me-
nor que en el caso del alginato; las célu-
las crecen un 50% menos (Figura 6).
Este compuesto se ha utilizado para re-
cubrir nanoparticulas de plata (AgNPs)
las cuales han sido aplicadas en una
gran variedad de productos comerciales
incluyendo para el cuidado de la salud

(Singh et al., 2009).

17



mm Fibroblastos

0.6_ HaCat

I
11 1 @
g %
: % é%gggé @g%
a 11l
@ .
mnaiaaataaailian

Q N

sv NN

& F PP P F P H PSS PP
§F¢ & & F & §F F F F K & »

Q Q Q ™ A \2) N Vv 133 A A

Dy 0y AN NS a4 Y [N " % @ No

& W&
WV O IR 2
o A% v

Concentracion (%)

Figura 6: Representacion grdfica de la toxicidad del PVP. Se observa que la viabilidad celular cae de forma
significativa cuando la concentracién del biomaterial es del 45%. En ambos tipos celulares se observa un creci-
miento heterogéneo dentro de la misma placa de siembra. Esto es debido a que el PVP utilizado tiene un nivel alto
de porosidad y este parametro influye de forma negativa en el crecimiento haciéndolo heterogéneo

A pesar de los amplios usos del
PVP, hay pocos estudios biolégicos y to-
xicolégicos de dichas particulas. En un
experimento llevado a cabo por el grupo
de Nymark (Nymark et al., 2013) ana-
lizaron dicha citotoxicidad utilizando
células epiteliales humanas BEB 2B.
El experimento lo realizaron en placas
de 24 pocillos semiconfluentes (area de
cultivo 1.9 cm?2/pocillo; volumen de me-
dio de cultivo 1 ml/pocillo) expuestas a
500pul/pocillo de distintas dispersiones
ultrasénicas de AgNP durante 4, 24 y
48h en un rango de 0,5-48pg/cm?2. Por

ualtimo, analizaron la citotoxicidad de
las mismas, utilizando dos metodolo-
gias: la técnica de exclusion de colo-
rante azul Trypan, y por el ensayo de

viabilidad celular luminescente.

Lo que observaron es que, en am-
bos ensayos, es crecimiento disminuia
en funcién de la concentraciéon del ma-
terial siendo mas acusada en el caso del
ensayo con azul tripan. Estos resulta-
dos podrian explicar la bajada de viabi-
lidad celular que obtenemos con res-

pecto al alginato. Aunque el PVP no es
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totalmente toxico, ya que las células
crecen en su presencia, dicha disminu-
cién podria relacionarse con la concen-

tracién del mismo.

Ademas, la molécula de PVP utili-
zada tanto en nuestro experimento
como en el anteriormente comentado
(Sigma Aldrich ®), es la misma, con un
peso molecular promedio de 360. Esto
ualtimo podria ser indicativo de los re-
sultados obtenidos en ambos casos ya
que no hay evidencias de toxicidad
cuando el PVP que se utiliza tiene un
peso molecular menor. Sin embargo,
tampoco se han hecho estudios sobre
como dicho parametro puede influir en
la naturaleza del compuesto y por tanto

no es algo indicativo.

Otra posible explicacion tiene que
ver con la porosidad volumétrica (Pv)
del material utilizado. Esta descrito
que cuando este parametro es elevado
(Tabla 2) las células crecen de forma
heterogénea y no se adhieren bien a la
estructura. Para analizar este valor, se
debe conocer la relacién entre el volu-
men de una porcién cualquiera del ma-
terial en seco (Vo) y cuando esta sumer-

gido en agua (V1) (Figura 7).

Pu: e
Vr

Figura 7: Formula para calcular la porosidad
volumétrica de un material cualquiera

En nuestro caso, la cantidad de
agua que puede absorber el PVP es
muy pequena (menos del 10% de su vo-
lumen en seco) y por tanto el volumen
que gana cuando es sumergido, es muy
baja. Esto hace obtener un valor de po-
rosidad muy grande que, unido al error
cometido por la siembra con la pipeta
multicanal, podria explicar el bajo cre-
cimiento celular y la heterogeneidad

del mismo.

El Gltimo de los precursores de los
biomateriales que utilizamos fue el qui-
tosano. En este caso, los resultados ob-
tenidos muestran un crecimiento celu-
lar atin mas heterogéneo que con los
precursores anteriores y un error mu-
cho mayor entre réplicas. Ademas, la
viabilidad celular empieza a verse com-
prometida tras haber diluido el com-
puesto hasta 6 veces con respecto al
puro, no alcanzando tampoco valores
muy altos de absorbancia a diluciones

mayores (Figura 8).
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Figura 8: Representacion grdfica de la toxicidad del quitosano. Hay toxicidad incluso cuando su concentra-
cion se ha diluido hasta 6 veces con respecto a la pura (1%), posiblemente debido al DDA y el peso molecular

Una puntualizaciéon del experi-
mento que cabe destacar es que inicial-
mente se utilizé un tipo de quitosano en
polvo a partir del cual se obtuvo una so-
lucién, con agua como disolvente, para
realizar el ensayo de toxicidad. Como el
compuesto no era soluble y se formaban
agregados, la empresa nos proporciono
un lote nuevo al 1% en acido acético gla-
ciar de peso molecular medio (Sigma
Aldrich 448877) y con un grado DDA
del 75-85%. Con este nuevo lote se
realizo el ensayo MTT anterior y se ob-

tuvieron dichos resultados que indican

toxicidad a nivel celular del compuesto.

En contraposiciéon a lo anterior,
son numerosos los estudios que han ob-
tenido resultados positivos para su uso
en medicina y que han descartado su
toxicidad. De hecho, algunos autores
han destacado su capacidad antimicro-
biana probablemente debida a la exis-
tencia de interacciones entre las cargas
positivas del biomaterial y las negati-
vas de la pared celular de los patégenos
(Dai et al., 2011). Se sabe que la toxici-
dad del quitosano in vitro esta relacio-
nada con el DDA y su peso molecular (]

N.G. Schipper et al., 1997).

20



En un estudio con queratinocitos
y mediante un ensayo MTT pudieron
ver que con el de mayor peso molecular
conseguian el doble de crecimiento (300
ug/ml) que con el de bajo peso. Sin em-
bargo, observaron que ambos eran toxi-
cos cuando su concentracién superaba

1mg/ml (Wimardhani et al., 2014).

El grupo de Wiegand (Wiegand,
Winter and Hipler, 2010) también estu-
di6 la citotoxicidad en las mismas con-
diciones usando queratinocitos huma-
nos de la linea celular HaCat. Sus re-
sultados indicaron que el biomaterial
ejercia un efecto negativo sobre la via-
bilidad y la proliferaciéon celular, de-
pendiente de su peso. Ademas, vieron
que también es capaz de estimular la li-
beraciéon de citoquinas inflamatorias
por parte de las células en funcion del
tiempo de incubacién y la concentra-
cion. Esto se correlaciona con nuestros
resultados en los que la molécula de
quitosano que utilizamos era de peso

molecular medio y no alto.

Howling repitié el experimento
anterior, pero usando quitosano con di-
ferente grado de desacetilacién (DDA) y

peso molecular similar en células de la

misma linea (Howling et al., 2001). Vie-
ron que un DDA alto (89%) estimula la
proliferacion celular de los fibroblastos,
comparado con un DDA bajo. Sin em-
bargo, en queratinocitos ocurri6 lo con-
trario y el biomaterial inhibi6 la mito-
génesis. En nuestro caso, el grado de
DDA fue mucho menor y eso podria ex-

plicar los resultados obtenidos.

La biocompatibilidad del material
ha sido ampliamente estudiada para su
uso en distintos tipos de implantes y en
regeneracion tisular (Campos DM et
al., 2015). Su efecto reparador, lo ejerce
cuando se aplica al 2% p/v. Para ello es
necesario usar disolventes acidos (1%
v/v en acido acético o lactico) y anadir
4g de glicerol para aumentar su plasti-

cidad (Wimardhani et al., 2014).

Por este motivo hasta que no usa-
mos un disolvente acido, se nos forma-
ban agregados y obtuvimos una disolu-
cion heterogénea que no era viable para
su uso. Los nuevos avances en quimica
de biomateriales han permitido modifi-
car la estructura de este compuesto
para hacerlo directamente soluble en
agua evitando la necesidad de usar di-

solventes acidos (Tang et al., 2016).
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Para analizar la reaccion inflama-
toria de los biomateriales in vivo. Su in-
tegridad se monitoriz6é durante dos se-
manas tras haber sido implantados de
forma subcutanea en ratones sanos. La
realizacion de un pequeno bolsillo en el
lomo de los animales permite implan-
tar los productos y analizar, tras 14
dias en contacto con el mismo, s1 existe
infiltraciéon de células multinucleadas
presentes en el proceso inflamatorio.
Para ello, se hizo el analisis de los cor-
tes histologicos de cada uno de los gru-
pos (alginato, quitosano y PVP) tras ha-

ber sido tenidos con H/E.

En la histologia de aquellos trata-
dos con alginato, no se observa infiltra-
cion de células multinucleadas como
macrofagos, eosindfilos, basoéfilos o neu-
trofilos, lo cual indica que no hay toxi-
cidad (Figura 9a). Esto se corresponde
con los resultados que han obtenido
otros autores (Eiselt et al., 2000) en los
que han visto que este material es bio-
compatible (Klock et al., 1997) y ejerce
su maxima eficacia cuando forma hi-
drogeles en presencia de cationes mul-
tivalentes como el Ca?*, a través de in-

teracciones 16nicas. Estos hidrogeles se

han usado en biomedicina para el tras-
plante de células y la liberacién contro-
lada de medicamentos (Smidsred and

Skjak-Braek, 1990).

Ademas de lo anterior, las carac-
teristicas de este compuesto han permi-
tido que actualmente existan apdsitos
absorbentes de alginato compuestos
por fibras de Na* y Ca2* derivadas de
algas marinas, por la empresa Advan-
ced Tissue. Se utilizan para tratar tlce-
ras de presiéon o de pie diabético por
promover su cicatrizacion y absorber la

mayor parte del drenaje de la herida.

En el caso del quitosano, ademas
de infiltraciéon de células inflamatorias,
el biomaterial no se ha implantado bien
y ha formado agregados sé6lidos que se
localizan entre la dermis (Figura 9b). A
pesar de que dicho biomaterial ha sido
aplicado con éxito en el campo médico,
su toxicidad es dependiente del peso y
su grado de desacetilacion (DDA) por lo
que cada molécula de quitosano es ca-
paz de actuar de forma diferente. Dado
que nuestra molécula tiene caracteris-
ticas muy distintas a las de otros ensa-
yos, esto podria explicar los resultados

obtenidos.
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Alginato

Quitosano PVP

Figura 9: Histologia del modelo subdérmico. El alginato y el PVP (A y C) muestran una buena adhesion
mientras que el quitosano (B) forma agregados la dermis (A) facilitando que se recluten células inflamatorias (fle-

chas). Solo se muestra la tincion de hematoxilina/eosina.

Con esto podemos afirmar que,
habria que utilizar una molécula de
quitosano diferente sila queremos apli-

car en regeneracion tisular.

Con respecto al PVP (Figura 9c)
podemos observar resultados similares
al alginato. Tampoco hay inflamacién
donde se ha implantado, ni en zonas ad-
yacentes, tampoco se ven agregados
que indiquen su mala absorciéon. De
acuerdo con estos resultados, otros au-
tores también han observado que
cuando el PVP se aplica en ratones
C57BL/6, tras 10 dias, se favorece la

formacién de nuevos vasos sanguineos

mas gruesos (Kang et al., 2011). Actual-
mente hay varios ensayos clinicos en
marcha en los que se hace uso del PVP

como precursor a la hora de construir

scaffolds.

Esto es particularmente impor-
tante en aquellos pacientes que sufren
lesiones orales por estar inmunocom-
prometidos a consecuencia de alguna
enfermedad como cancer o VIH. Estos
estudios han ido ganando relevancia
también en el ambito de la regenera-
cién tisular para analizar de qué ma-
nera el PVP puede ayudar a resolver la

cicatrizacion del tejido danado.

23



En un ensayo prospectivo, 30 pa-
cientes que sufrian dolor inflamatorio y
ulceroso, fueron tratados con un gel
hialuronado de PVP aplicado atépica-
mente (Innocenti et al., 2002). De todos
ellos, 6 pacientes, tras 5-7h en contacto
con dicho compuesto, observaron que el
dolor, valorado del 1-10 (siendo el 1
nada de dolor y 10 lo maximo), se habia
reducido en un 92% (p=<0.005). Ade-
mas, todos los pacientes en general re-
portaron una reduccién importante del
dolor tras el tratamiento. El 40% de es-
tos pacientes determinaron que el
efecto del gel de PVP persistia mayori-
tariamente durante las 2-3 primeras
horas en contacto mientras que el 57%
afirmé que su eficacia se mantenia in-
cluso pasado dicho tiempo (Innocenti et

al., 2002).

Tras determinar la toxicidad tan-
to in vivo como in vitro de los precurso-
res de diferente base polimérica, se
realizé un experimento en ratones dia-
béticos simulando las tlceras que se ge-
neran en esta enfermedad para com-
probar los efectos de un compuesto lipi-
dico experimental. Encontrar una dosis
optima a la cual dicho compuesto sea

capaz de ejercer una accién reparadora

de la piel, permitiria combinarlo con el
precursor candidato para aplicarlo so-
bre las heridas y mejorar la situacion
inflamatoria que ocurre en estos pa-
cientes. Actualmente existen en el mer-
cado derivados lipidicos como las resol-
vinas, a partir de las cuales se han rea-
lizado estudios y se ha visto que mejo-
ran la calidad de vida, en lo que a las
ulceras se refiere, de los individuos que
padecen algun tipo de diabetes. Sin em-
bargo, lo que se pretendia en el pre-
sente experimento era valorar si este
compuesto podia ofrecer los mismos re-

sultados.

Para comprobarlo, se utilizé una
cohorte de 15 ratones divididos en 5
grupos y se comparo su tratamiento a
distintas dosis: 100, 1000 y 10.000ng,
siendo D1, D2 y D3 respectivamente,
con una resolvina comercial (RvD1).
Como se ha comentado anteriormente,
otros autores han visto que este Gltimo
compuesto mejora la cicatrizaciéon de
las heridas de los ratones con respecto
a los que no han sido tratados, cierran
antes y no hay problemas derivados de
la patologia (Tang et al., 2013). Esto
mismo es lo que pudimos comprobar

tras aplicar durante 10 dias cada uno
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de los compuestos (Figura 10a). Sin em-
bargo, si la contrastamos con aquellos
tratados a distintas dosis del com-
puesto, vemos que solo hay mejoras con
respecto a D2 y 3 pero en el caso de D1,
el cierre es similar (Figura 10b). Esto
nos permitié determinar que, aunque la
resolvina tenia efectos beneficiosos en
la resoluciéon del tano tisular, habia un
compuesto lipidico que administrado a

100ng producia efectos parecidos.

Dado que los resultados anterio-
res unicamente proporcionaban datos
visuales, decidimos estudiar mas a
fondo esa similitud y ver si el com-
puesto experimental a esa concentra-
cién realmente obtenia los mismos re-
sultados o si incluso los mejoraba con
respecto a la resolvina ya comerciali-
zada. Para llevamos a cabo el estudio
de las areas de las heridas realizando
un seguimiento diario de las mismas.
Esto nos permitié analizar su evolucion

durante el tiempo que durd el ensayo.

Como podemos observar (Figura
11), en las heridas que fueron tratadas
con RvD1 el area desciende antes que
en los controles y que en los animales

que fueron tratados con las dosis 2y 3

del compuesto experimental, corrobo-
rando lo que habiamos visto anterior-
mente. Sin embargo, lo hacen después
comparado con las tratadas con la D1.
Esto demuestra de nuevo que, aunque
la RvD1 comercial si que mejora el pro-
ceso de cicatrizacion de las dlceras dia-
béticas, no muestra mejores resultados

que el compuesto lipidico D1.

Para asentar estos resultados y
poder afirmar que realmente la D1 del
compuesto lipidico mejora los efectos de
RvD1, hicimos un analisis histoldgico
de los cortes obtenidos de la zona donde
se realizaron las heridas. En linea con
lo anterior, la histologia muestra que,
tanto en los ratones tratados con la re-
solvina como con la D1, hay una mayor
granulacion del tejido con respecto a los
controles y al resto de dosis (Figura 12).
Es decir, el tejido conectivo que se ha
formado de novo, ha perfundido y reem-
plazado al coagulo de fibrina que se
forma durante la cicatrizacion. Esto se
observa como un fino epitelio de color
rojo claro en la zona donde antes se veia
la herida abierta, permeado y con nue-
vos circuitos capilares. Suave al tacto,

humedo y de apariencia irregular.
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Estos resultados nos informan de Si ésta funciona mal, dicho com-

que, la cicatrizaciéon de heridas en la puesto no se genera y por tanto no es
condicién de diabetes, esta relacionada capaz de ejercer su accién reparadora
con una alteracién de la ruta biosinté- cuando se produce una ulcera (Galiano
tica de las resolvinas. et al., 2004).

A Control RvD1 B RvD1 D1

d3

d11

d14

Figura 10: Heridas de los ratones db/db a los dias 3, 11y 14 del experimento. Con respecto a los animales control
que fueron tratados con suero salino, observamos que RvD1 consigue que la herida cierre antes, de hecho, los primeros
no llegan a cicatrizar del todo. Cuando esta comparacion la realizamos con las dosis del compuesto lipidico de estudio,
vemos que hay diferencias entre las dosis. En el caso de la D2y D3, la RvD1 consigue mejores resultados ya que a esa
concentracion no se consigue el cierre total de la herida. Sin embargo, cuando observamos los resultados obtenidos para
la D1, vemos que el cierre es completo igual que con RuD1 y que por tanto tiene, al menos, la misma eficacia.

RvD1
Control negativo
Dosis 100ng

Dosis 1000ng
Dosis 10.000

1.2+

1.0+

0.8

PEEE

0.6

0.4

Cierre de la herida (t/1)

0.2+

0.0|IIIII
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 14

Tiempo (dias)

Figura 11: Disminucion del drea de la herida con tiempo. El dafio se resuelve antes en los ratones tratados
con RuDI que en los controles, pero mejor son tratados con la DI del compuesto. Se pueden apreciar dos picos
significativos de bajada tanto a dia 3 de haber realizado la herida como a dia 7, momento en el cual comienza a
bajar la inflamacion. Para normalizar los resultados los resultados se representan como t/1: tanto por uno
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Control

RvD1

Figura 12: La RuD1 favorece la granulacion de tejido con respecto a los ratones control. Sin embargo, cuando
los animales son tratados con las distintas dosis del compuesto lipidico observamos que, en el caso de la DI, se
consiguen mejores resultados que con la resolvina ya que se forman correctamente la dermis y epidermisy se apre-

cia una menor inflamacion del tejido.

Una vez establecida la dosis del
compuesto lipidico a la cual ejerce su
funcién, se repitié el experimento con
una nueva cohorte de 9 ratones para
comprobar si era posible utilizar una
dosis menor del compuesto (50ng), pero
obteniendo los mismos resultados que
en el caso anterior. Para ello, se hicie-
ron 3 grupos (uno para cada dosis, y

otro control) compuesto por 3 animales,

y se les tratdé segin el modelo wound
healing previamente descrito en el ex-
perimento anterior.

En este nuevo ensayo se introdujo
una variante con respecto al otro y es
que a los ratones se les hicieron dos he-
ridas que fueron tratadas con el mismo
compuesto. Esto permite tener un ma-
yor numero de sujetos y aumentar la

poblaciéon de estudio utilizando la
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misma cantidad de ratones. La utilidad
de este experimento se basa en conse-
guir los mismos efectos usando una
cantidad menor del compuesto lipidico.
Esto permitiria reducir costes a la em-
presa que lo produce y que mas tarde
también se verian reflejados de cara a
su comercializacion.

Con el objetivo de obtener un pa-
norama visual de la evolucion de la he-
rida, lo primero que hicimos fue anali-
zar las fotos de las heridas a los dias 3,
11 y 14 del tratamiento. Esto es asi por-
que las diferencias entre estos periodos
de tiempo suelen ser significativas con
respecto al cierre de las mismas. Los re-
sultados nos muestran (Figura 13) que,
a dia 11, el diAmetro de las heridas de
los animales que fueron tratados con
esa dosis menor (50ng) tiene un mayor
diametro, sobre todo la herida derecha,
y por tanto cicatrizan mas tarde con
respecto a los ratones control y aquellos
a los que se les administro la de 100ng.

En estos dos ultimos grupos, el
cierre de la herida es similar, lo cual in-
dica que los ratones que no han sido
tratados con ningiin compuesto han ci-
catrizado mejor de lo esperado. Dado

que estos resultados no nos aportan

una informacién total del experimento,
medimos las areas de las heridas y ana-
lizamos cémo éstas disminuyen con el
tiempo (Figura 14).

En este caso, los resultados obte-
nidos corroboran los anteriores: cuando
la dosis que se administra es la de
100ng, el dano se resuelve antes con
respecto a los ratones control y a los
tratados con la dosis de 50ng. Un nuevo
aspecto que podemos analizar en este
experimento es como evolucionan las
dos heridas de un mismo ratén ya que,
anteriormente, al realizar Unicamente
una, solo podiamos estudiar las dife-
rencias entre ratones y no en un mismo
animal.

Lo que observamos en este caso es
que las dos heridas de un mismo ani-
mal (derecha e 1zquierda) no cicatrizan
de igual manera a pesar de haber sido
tratas con el mismo compuesto para
cada uno de los grupos. El estudio de
las dos heridas por separado ya se ha
llevado a cabo por otros autores y tam-
bién han visto como existen diferencias
con respecto a la regeneracién tisular,
entre ambas, sin embargo no dan nin-
guna explicacion al respecto (Tang et

al., 2013).
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d11

d14

Figura 13: La administracion del compuesto experimental a una dosis menor (50ng) no acelera el cierre de
la herida con respecto a los controles y a la D100 donde a dia 11 el drea es menor que en el primer caso. Aunque a
dia 14 los tres grupos parecen haber cicatrizado por completo, para determinarlo es necesario estudiar como evo-

luciona el darea con el tiempo.

La cicatrizaciéon es un proceso lo-
cal que ocurre cuando se genera dano
en la piel. El desarrollo y evolucién de
cada una de sus fases depende de la he-
rida y la persona afectada y por tanto
nunca ocurre de igual manera incluso
si es el mismo individuo el que sufre dos
lesiones diferentes.

En base a esto, una hipétesis que
podria explicar las diferencias en la re-
generacion de ambas heridas, es que
las células que participan en la forma-
cion de tejido nuevo, migren preferen-
temente hacia la herida mas grave, de-
jando la otra menos irrigada y por ello
cicatrizan de forma mas lenta. Esto
tiene sentido s1 asumimos que, a pesar
de haber sido realizados por la misma

persona, los punch en un mismo raton,

nunca son exactamente iguales y por
tanto las heridas generadas también
son diferentes.

Ademas, en algunos casos, el pe-
gamento quirdrgico empleado en la ad-
hesion de la anilla de silicona pudo en-
trar en la herida aumentando la infla-
macion y creando una infeccion con
exudado que promocionaria la migra-
cién celular hacia esa zona para comba-
tir el problema. Sin embargo, como se
ha comentado con anterioridad, no hay
descrito ningun estudio en el que anali-
cen por qué el cierre de las heridas ocu-
rre de forma diferente a pesar de haber
sido tratas de igual manera y por tanto
no podemos dar una respuesta total-

mente valida a este hecho.
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Figura 14: La administracion de una dosis menor del compuesto lipidico aplicado de forma diaria, no pro-
duce mejoras en la cicatrizacion de las heridas de los ratones db/db. A partir del dia 3 se observa una caida
significativa en el drea de las heridas de los dos grupos de ratones tratados con el compuesto lipidico a ambas
dosis, pero es a dia 7 cuando observamos que la de 100ng desciende con una pendiente mayor que en el caso de la
de 50ng. Los datos estdn representados en t/1: tanto por uno.

Con el objetivo de analizar a nivel
celular estos resultados, volvimos a
obtener secciones transversales de la
zona de las heridas y las teniimos de
nuevo con H/E. En este caso podemos
estudiar las diferencias no sélo entre
los distintos tratamientos sino también
dentro de un mismo ratén, viendo coémo
ambas heridas evolucionan de forma
diferente y corroborando lo anterior-

mente comentado.

En el caso de los controles y, a
diferencia del experimento anterior, si

que consiguen cicatrizar por completo

(Figura 15a). Aunque la condicién de
diabético supone problemas a la hora
de resolver el cierre de heridas, no
todas ellas se mantienen abiertas sino
que depende de la gravedad de la
misma y del grado en el que se
manifieste la patologia. Sin embargo, si
que podemos observar que la herida de
la derecha ha cicatrizado peor y hay
cierto grado de inflamacion algo que no

ocurre en la de la 1izquierda.

Cuando la dosis que se administra
es la de 100ng, también se consigue que

la herida cierre, siguiendo la linea de
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los resultados anteriormente obtenidos
(Figura 15b). En este caso, de nuevo
observamos como ambas heridas cica-
trizan de forma diferencial solo que
aqui, la que peor lo hace es la izquierda
ya que hay una dermis mucho mas fina
y menos desarrollada que en la herida

derecha donde es mucho mas uniforme.

Esto sigue sin explicar por qué
ambas heridas cicatrizan de forma
diferente pero nos sirve para establecer
que la mayor cicatrizacion de una de las
dos no siempre se decanta por la misma

herida sino que lo hace indistintamente

Izquierda

y, por tanto, podria servir para
reafirmar la hipétesis anterior en la
que las células que participan en
regeneracion tisular, migran hacia la

herida que esta mas comprometida.

Por dltimo, cuando la dosis que se
administra es la D50 vemos cémo el
cierre de la herida no ocurre en el caso
de la derecha ya que no se ha formado
ninguna de las dos capas de la piel. Sin
embargo, en la herida de la izquierda si
que ha habido cierre y formacién de
tejido nuevo, pero también con cierto

grado de inflamacion (Figura 15¢).

Derecha

Control negativo
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Izquierda

Derecha

Dosis 100ng (D100)

Dosis 50ng (D50)

Figura 15: La histologia muestra como la nueva dosis del compuesto lipidico no consigue los resultados
esperados que si logra la D100. Ademds, si nos fijamos en la herida derecha ni si quiera consigue cerrar, no hay

formacion de dermis ni epidermis en la zona de dano.

Una vez establecida la dosis 6p-
tima a la que el compuesto ejerce su ac-
cién reparadora, se planted otro ensayo
en el que se pretendia comprobar si era
posible alcanzar los mismos resultados

administrando una dosis 3 veces mayor

pero cada 3 dias. Esto se fundamenta
en que: si con 100ng aplicados diaria-
mente conseguimos que la herida cie-
rre, es posible reducir los dias de admi-
nistracién usando una dosis de 300ng,

pero cada 3 dias. Para comprobarlo, se
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repiti6 el mismo experimento usando
de nuevo un total de 9 ratones divididos
en 3 grupos: uno tratado con suero sa-
lino como control negativo, otro al que
se le administr6 la dosis de 300ng
(D300) y el dltimo que fue tratado con
la de 100ng anterior. Cada uno de los
grupos estuvo compuesto de nuevo por
tres ratones y, como en el experimento
anterior, se les hicieron dos heridas que
fueron tratadas de igual manera. Du-
rante 10 dias, los animales fueron tra-
tados y las heridas evaluadas cada 3
dias, limpiando y midiendo su area du-
rante ese tiempo hasta su sacrificio a
dia 15. Este experimento dur6é un dia
mas que los anteriores por simple logis-
tica ya que al no ser una administra-
cién diaria, para alcanzar un tiempo si-
milar, no inferior, al resto de ensayos,

debia alargarse hasta dia 15.

Los primeros resultados obtenidos
los podemos observar en las fotos toma-
das a los dias 0, 3, 9 y 15. Lo que pode-
mos observar es que, al final del expe-
rimento las heridas de todos los anima-
les cierran (Figura 16) aunque si que se
aprecian diferencias a dia 9 donde las
heridas de los animales tratados con la

D300 estan mas abiertas con respecto a

los controles y a los D1 e incluso siguen
liberando exudado. Esto nos permite
establecer una hipoétesis inicial en la
que podemos decir que la nueva dosis
del compuesto lipidico consigue el cie-
rre de las heridas, pero mas tarde que
conla D1 (100ng) de hecho, a ese mismo
dia, las heridas de los ratones control,

también han cicatrizado mejor.

De igual manera que en el experi-
mento anterior las dos heridas tienen
una evolucion diferente a lo largo de su
tratamiento a pesar de habérseles ad-
ministrado el mismo compuesto y ha-
ber sido tratadas de igual manera.
Aunque en la bibliografia no hemos en-
contrado una explicacion sélida a estas
diferencias, si que es cierto que hay di-
versos factores que retrasan el proceso
de regeneraciéon que pueden afectar a

una de las heridas mas que a la otra.

Dentro de estos encontramos: in-
fecciones locales originadas de la
misma piel circundante o como conse-
cuencia de los exudados que favorecen
el desarrollo de gérmenes. También
traumatismos o una cicatrizacién anor-
mal de la piel (cicatriz queloide), que in-

fluyen en la resolucién del dano.
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Dado que los resultados anterio-
res son meramente visuales, procedi-
mos a estudiar la evolucion del area con
el tiempo entre los distintos grupos.
Aunque en la grafica se observa que to-
das las heridas se resuelven a dia 15,
las que han sido tratadas con D300 lo
hacen mas tarde que el resto (Figura
17). Ademas, si esto lo comparamos con
los resultados de la administracién dia-
ria (Figura 14), los ratones tratados con
la D1 (100ng), tienen las heridas mas

abiertas al mismo dia del tratamiento.

Si observamos el primer pico a dia
3, en este nuevo experimento (Figura

18) el area disminuye 0,25 veces (25%)

Control negativo

do

Dosis 100ng (D100)

g

mientras que cuando se administra
diariamente lo hace en 0,40 (40%) lo
cual indica que la D1 (100ng) ejerce ma-
yor efecto cuando se administra cada

dia que cuando se hace cada 3.

La histologia de las heridas tam-
bién sigue la linea de estos resultados.
Aunque en todos los casos se logra que
las heridas cierren, ocurre mas tarde y
los resultados son peores que en expe-
rimentos previos. Ademas, se puede ob-
servar como en la D300 del compuesto
lipidico, la zona de la herida donde se
ha formado el tejido nuevo esta infla-
mada con respecto a los otros dos gru-

pos de ratones (Figura 18).

Dosis 300ng (D300)

d3

d9

d15

Figura 16: Fotos de las heridas correspondientes a los ratones control y a los tratados con dos dosis diferen-
tes del compuesto lipidico. Aunque las heridas de todos los animales consiguen cicatrizar, las de aquellos a los que
se les administré una dosis mayor, lo hacen mds tarde (observar dia 9) lo cual indica que en principio esta nueva
forma de tratamiento no mejora los resultados del experimento anterior.
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1.5-
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4% Dosis 100ng

- Dosis 300ng
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=

Cierre de la herida (t/1)
e
=
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0 3 6 9 12 15
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Figura 17: La administracion de una dosis mayor cada 3 dias no consigue mejores resultados con respecto
al tiempo de cierre de la herida. En el caso de la D100, al igual que en los otros dos casos, se consigue cerrar, pero
a dia 3y si lo comparamos con los experimentos anteriores, el cierre es mucho menor que cuando se aplica diaria-
mente. En el primer caso unicamente se reduce el drea en un 20% mientras que en el segundo lo hace en un 40%.

Izquierda Derecha

Control negativo
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Izquierda Derecha

Dosis 100ng (D100)

Dosis 300ng (D300)

Figura 18: La histologia muestra como la administracion de una dosis tres veces mayor del com-
puesto, cada tres dias, consigue el cierre de la herida tras finalizar el tratamiento, pero produce mucha
inflamacion con respecto a las heridas que han sido tratadas con la D100 o los controles.

5 Conclusion

La cicatrizacién de heridas es un algin dano y, en los casos mas graves,
problema todavia no resuelto en algu- llegan incluso a perder el miembro afec-
nas condiciones patoldgicas como la tado. Los ultimos avances en ingenieria
diabetes. Esto hace que muchos pacien- de materiales junto con los conocimien-
tes tengan que acudir al médico de tos sobre la biologia molecular y celular
forma recurrente cuando su piel sufre de la reparacion tisular, han permitido
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el desarrollo de tratamientos potencia-
les que consiguen mejorar la calidad de

vida de estas personas.

A este desarrollo se le suma la im-
portancia de los compuestos lipidicos
pro-resolutivos en regeneracion dér-
mica. El estudio de todo este conjunto
es lo que ha dado lugar a lo que hoy en
dia se conoce como ingenieria tisular.
En este trabajo hemos podido estudiar
de qué manera reaccionan tres bases
poliméricas candidatas para la forma-
cion de velos por electrohilatura. Te-
niendo en cuenta el grado de toxicidad
y la forma en la que promocionan la
proliferacion celular, podemos concluir
que el alginato es el precursor que me-
jores resultados produce. El crecimien-
to que se consigue es mas homogéneo
que el PVP o el quitosano, y también
mas elevado con lo que podria ser un
candidato 1deal para su aplicacion dér-

mica en términos de regeneracion.

Ademas, estos mismos resultados
se observaron en el modelo subdérmico
in vivo en ratones. Donde tampoco se
aprecia infiltracion de células multinu-
cleadas que indiquen cualquier tipo de

inflamacion en la zona de aplicacién.

Tal y como se ha comentado antes,
los compuestos lipidicos tales como las
resolvinas derivadas de los acidos gra-
sos n3, han cobrado importancia en el
campo de la regeneracion de tejidos. Su
encapsulacion usando biomateriales de
distinta naturaleza, permitiria tratar
de forma localizada las tlceras diabéti-
cas y de otras patologias. En este tra-
bajo se ha estudiado la seguridad de un
compuesto experimental en compara-
cion con una resolvina comercial y con
respecto a ratones control no tratados.
Lo que se observa en el modelo woung
healing en ratones diabéticos, tanto a
nivel visual de las heridas como en la
histologia, es que dicho compuesto,
cuando se aplica a una concentracién
de 100ng, mejora los resultados que el
ya existente en el mercado y consigue
que todas las heridas cierren en el

tiempo establecido.

Sin embargo, hemos visto que no
es posible aplicarlo a dosis diferentes ni
cambiar el periodo de administracion
del mismo ya que los resultados que se
consiguen en ambos casos son peores y,
en ocasiones, generan una inflamacién

que podria llegar a ser patoldgica.
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