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Resumen

Ante una herida, se activan mecanismos biologicos orientados a su reparacion, los cuales
involucran multiples procesos que ocurren en cascada. Las heridas complejas constituyen una
elevada carga econdmica sobre los sistemas de salud y su tratamiento representa un desafio,
especialmente las ulceras del pie diabético.

En este contexto, los derivados de membrana amnidtica humana (hAM) surgen como una
estrategia tecnologica innovadora y no quirirgica, que se presenta como una alternativa
terapéutica segura, practica y eficaz para promover la cicatrizacion.

En este trabajo abordamos estrategias experimentales para el estudio de procesos
involucrados en la reparacion de heridas que permitieran evaluar el efecto de derivados de
hAM en distintas condiciones. Para ello, realizamos ensayos de la herida in vitro para el
estudio de la migracion celular en una linea celular de fibroblasto (HT1080) en condiciones
de alta glucosa. Ademas, llevamos a cabo un ensayo in vivo preliminar de cierre de la herida
dérmica en un modelo animal de ratas con insulino resistencia.

Los ensayos in vitro mostraron que hAM favoreci6 la migracion de fibroblastos en
condiciones normales, pero no tuvo efecto en condiciones de alta glucosa. En el ensayo in
vivo preliminar, se observo un retraso en el cierre de la herida en los animales con insulino
resistencia.

Estos resultados demuestran que los modelos empleados son adecuados para estudiar la
reparacion de heridas, aunque en el caso del ensayo in vitro, es preciso ajustar las estrategias
experimentales para evaluar con mayor precision el impacto de hAM sobre la migracion

celular en condiciones de alta glucosa.

Las actividades presentadas en este trabajo final estan enmarcadas en una beca de
entrenamiento (BIEI UNAJ 2023) y en un proyecto de investigacion (UNAJ-INVESTIGA
2020)
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1. Introduccion

La piel representa el 6érgano mas externo del cuerpo por lo que desempeiia una variedad de
funciones protectoras de los tejidos internos frente a agentes nocivos del entorno y cualquier
dafio en su estructura puede comprometer estas funciones. Ante una herida, se activan
mecanismos bioldgicos orientados a su reparacion. La reparacion de heridas conlleva
multiples procesos que ocurren en cascada. Sin embargo, existen ciertos factores, como la
diabetes, que pueden alterar estos procesos y dar lugar a la formacion de heridas cronicas que
no cicatrizan. Estas heridas representan una elevada carga econdmica para los sistemas de
salud, ademas de tener un gran impacto negativo sobre la calidad de vida de los pacientes,
aumentando el riesgo de complicaciones graves y muerte (Driver, 2010; Gagliardino, 2000;

Gilligan, 2015).

1.1 Reparacion de heridas cutaneas

Una herida es una alteracion en la integridad de la cobertura de la piel y de las estructuras
subyacentes. Su reparacion es un proceso complejo que tiene como objetivo restaurar dicha
integridad. En heridas agudas, este proceso se desarrolla a través de una serie de eventos
celulares organizados en etapas especificas que, aunque secuenciales, tienden a solaparse en
el tiempo (Gurther, 2008; Ramirez Hernandez, 2010).

El proceso de reparacion comienza con la hemostasia, que se activa inmediatamente después
de una lesion. Tras el dafo, los vasos sanguineos se contraen, las plaquetas se activan al
entrar en contacto con la matriz subendotelial expuesta y se forma un coagulo compuesto por
fibrina, plaquetas y otras proteinas. Este codgulo no solo detiene el sangrado, sino que
también actia como una matriz inicial que favorece la migracion de monocitos, fibroblastos y
queratinocitos.

Una vez formado el codgulo, se inicia la fase inflamatoria, caracterizada por el reclutamiento
de neutrofilos al sitio de la lesion. Estos eliminan patogenos y tejido necrético mediante la
liberacion de enzimas, especies reactivas de oxigeno (ROS) y péptidos antimicrobianos.
Posteriormente, monocitos llegan al 4rea dafiada y se diferencian a macrofagos con funcion
fagocitica que orquestan la respuesta inflamatoria para la eliminacion de residuos y bacterias,
ademads de liberar citoquinas y factores de crecimiento que favorecen la transicidon hacia las

fases subsiguientes.



A medida que la inflamacion disminuye, el proceso entra en la fase proliferativa. En ésta se
desarrollan varios procesos en simultaneo. Los fibroblastos proliferan y migran hacia el lecho
de la herida, producen tejido de granulacion mediante la sintesis de una nueva matriz
extracelular (MEC) rica en fibronectina, dcido hialurénico, proteoglicanos y colageno tipos I,
Il y VI. Esta matriz sirve como base para la migracion celular y soporte tisular.
Paralelamente, los fibroblastos se diferencian a miofibroblastos, que contribuyen a la
retraccion de la herida. Al mismo tiempo, la actividad de células endoteliales inician la
angiogénesis, mientras que los queratinocitos proliferan y migran desde los bordes de la
herida promoviendo la reepitelizacion, que es responsable del cierre propiamente dicho de la
herida. Este proceso ocurre de manera simultanea y coordinada con la retraccion de la herida
impulsada por los miofibroblastos.

Finalmente, la fase de remodelacion, tiene al fibroblasto como célula principal, encargada de
la remodelacion de la MEC. El proceso puede extenderse desde meses hasta afios. Durante
este periodo, el tejido de granulacion experimenta una degradacion progresiva y una
transicion estructural, marcada por el reemplazo del colageno tipo III por coldgeno tipo I, mas
estable y resistente. Este proceso se lleva a cabo mediante un delicado equilibrio entre la
sintesis (de colageno tipo I) y la lisis (de colageno tipo I1I) mediada por metaloproteinasas de
matriz (MMPs) y sus inhibidores (TIMPs). Ocurren otros cambios importantes, como la
desaparicion gradual de componentes como la fibronectina y el acido hialurénico, la
regresion de la neovasculatura, y la apoptosis de fibroblastos. Como resultado, el tejido de
granulacion se convierte en un tejido con menor densidad celular y vascular, pero rico en
coladgeno. Al finalizar el proceso de reparacion, se restablece la funcion de barrera de la piel,
aunque la resistencia tensil del tejido restaurado no alcanza las caracteristicas de la piel no
lesionada, recuperandose solo entre el 70 y el 80 % de su fuerza inicial. (Ramirez Hernandez,

2010; Sorg, 2023).

Todos los procesos implicados en cada una de las etapas descriptas se encuentran

esquematizados en la Figura 1.
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Figura 1: Fases de la cicatrizacion de heridas agudas y principales tipos de células

involucradas obtenido de Falanga, 2005 (A) y de Wilkinson y Hardman, 2020 (B).

1.2 Heridas cronicas

El proceso de cicatrizacion puede alterarse debido a diversas condiciones patoldgicas o
factores externos, dando lugar a lo que se conoce como heridas cronicas o complejas. Estas
heridas, a diferencia de las agudas, no logran completar el proceso de reparacion de manera
eficiente dentro de un tiempo esperado, permaneciendo sin sanar por mas de 12 semanas. Se
caracterizan por su permanencia en una o mds etapas del proceso de reparacion, lo que
impide la restauracion funcional y estructural del tejido (Martin y Nunan, 2015) . Entre las
causas subyacentes mas comunes se encuentran anomalias sistémicas como la diabetes
mellitus, la insuficiencia venosa, la edad avanzada y factores locales como presion o friccion
prolongadas (Wilkinson y Hardman, 2020).

Este proceso alterado se caracteriza por una prolongacion de la fase inflamatoria, que genera
un entorno hostil dominado por altos niveles de citocinas proinflamatorias, un incremento en
la actividad de las MMPs y la destruccion de componentes de la MEC. A su vez, estos
cambios se acompaian de una disminucion en la actividad de factores de crecimiento y
mediadores solubles esenciales para la reparacion tisular (Keskin, 2021; Talbott, 2022). En

consecuencia, ocurre el deterioro de funciones celulares claves, como la migracion,



proliferacion y sintesis de MEC retardando la formacion de tejido de granulacion y afectando

negativamente la remodelacion final del tejido (Xu, 2013).

1.3 Diabetes mellitus, resistencia a la insulina y cicatrizacion

La diabetes mellitus es una de las principales causas de heridas cronicas, destacandose las
ulceras del pie diabético (UPD) como un ejemplo representativo. Entre los factores
macroscopicos que comprometen la cicatrizacién en personas con diabetes se encuentran la
neuropatia periférica, la microangiopatia y la hipoxia tisular. Estas alteraciones dificultan el
aporte de oxigeno y nutrientes al sitio de la herida. La hiperglucemia sostenida y sus
consecuencias sistémicas afectan profundamente la capacidad de cicatrizacion, al alterar
funciones celulares clave y el microentorno de la herida. Este microentorno, esencial para la
reparacion tisular, se caracteriza por un estado proinflamatorio sostenido, con la acumulacion
de productos finales de glicacion avanzada (AGEs), incremento de especies reactivas de
oxigeno (ROS) y niveles elevados de MMPs. A nivel celular, se observan disfunciones que
incluyen una capacidad limitada para migrar, proliferar y sintetizar componentes esenciales
para la reparacion tisular. Este deterioro, combinado con un desequilibrio en la actividad de
las MMPs y sus TIMPs conduce a una degradacion excesiva de la MEC resultando en una
cicatrizacion andémala. Incluso si se restablece la normoglucemia, las células que estuvieron
expuestas a una hiperglucemia prolongada pueden desarrollar una "memoria metabdlica" que
limita su capacidad para recuperar sus funciones normales. Por lo tanto, mejorar la
cicatrizacion en la diabetes requiere abordar tanto las alteraciones sistémicas como las del
microambiente y las funciones celulares en la herida (Rodrigues, 2019).

Ademas de la hiperglucemia, la resistencia a la insulina (RI) es la principal condicion
asociada a la diabetes tipo 2, pero también a otros trastornos como el sindrome metabdlico o
la prediabetes. En estos dos estados, aunque la glucemia basal sea normal, se produce un
desequilibrio metabolico caracterizado por inflamacion cronica del tejido adiposo y
lipotoxicidad, condiciones que preceden y contribuyen al desarrollo de RI. El estado de
inflamacion cronica es de bajo grado (de poca magnitud pero constante) y resulta del exceso
de tejido adiposo que produce citocinas proinflamatorias (TNF-a e IL-6), mientras que la
lipotoxicidad ocurre por la acumulacion de lipidos en 6rganos no adiposos, como el higado y
los musculos. El exceso de lipidos activaria rutas intracelulares que interfiere con la

senalizacion del receptor de insulina (Melmed, 2020). Juntas, estas alteraciones no solo



causan RI, sino que también generan un microambiente inflamatorio y metabdlicamente
desfavorable que podria afectar las etapas iniciales y avanzadas de la cicatrizacion. Por su
parte, la RI es un desencadenante de reacciones de fase aguda mediadas por citocinas,
asociadas a la diabetes tipo 2, y podria relacionarse con alteraciones en la respuesta inmune

innata (Fernandez-Real, 2012).

1.4 Ulcera del pie diabético

La tlcera del pie diabético (UPD) es un tipo de herida dérmica cronica y una de las
complicaciones a largo plazo mas graves de la diabetes que afecta al 19-34% de los pacientes.
Estas heridas generan una carga economica significativa para los sistemas de salud debido a
los elevados costos asociados al tratamiento prolongado, las hospitalizaciones frecuentes y las
intervenciones quirtrgicas. Si no se tratan y cicatrizan eficazmente pueden derivar en la
amputacion, que es el desenlace mas grave debido al impacto devastador en la calidad y la
expectativa de vida: aproximadamente el 70% de los pacientes amputados fallecen dentro de
los 5 afos posteriores. Este impacto econdmico y clinico, sumado al aumento en la
prevalencia de diabetes, refleja la necesidad de nuevos tratamientos para los pacientes con
alteracion de la cicatrizaciéon, de manera de lograr la disminucion del nimero de

amputaciones, facilitar la sanacion y reducir los costos asociados. (Alexiadou, 2012).

1.5 Tratamiento de heridas cronicas

1.5.1 Tratamientos convencionales

El manejo convencional de las heridas crénicas combina diversas terapias de dificil
implementacion por requerimientos de infraestructura, recursos humanos calificados y altos
costos. Estas terapias incluyen:

Desbridamiento: elimina tejido necrotico y restos superficiales, favoreciendo la formacion de
tejido de granulacion. Puede realizarse quirdrgica, enzimatica, bioldgica o autoliticamente.
Control de la infeccion: se utilizan antimicrobianos para manejar infecciones que varian
desde celulitis local hasta complicaciones severas como fascitis necrotizante u osteomielitis,

aunque el tratamiento suele ser prolongado debido a infecciones recurrentes.



Descarga: reduce la presion sobre la lesion, especialmente en ulceras plantares diabéticas,
mediante dispositivos externos que redistribuyen la carga.

Terapia de presion negativa: aplica presion subatmosférica intermitente o continua tras el
desbridamiento. Mejora la perfusion, reduce el edema, elimina exudados y citocinas
proinflamatorias, y promueve la formacién de tejido de granulacion.

Apositos especializados: mantienen un ambiente humedo, absorben exudados y protegen la
herida de contaminantes externos.

Revascularizacion: restaura la circulacion sanguinea en la lesion mediante cirugia (bypass
arterial, reconstruccion arterial directa) o procedimientos endovasculares como la

angioplastia y la colocacion de endoprotesis (Alexiadou, 2012; Lavery, 2016).

1.5.2 Tratamiento alternativo con membrana amnidtica humana (hAM)

La membrana amniotica es la capa mas interna de la placenta, que esta en contacto con el feto
y el liquido amnidtico. Estd compuesta por una capa epitelial, con su membrana basal rica en
colageno y laminina y, una capa estromal avascular de fibroblastos (Dadkhah, 2021).

La hAM posee una serie de caracteristicas que la hacen tUnica y apropiada para la
cicatrizacion de heridas: provee una matriz para la migraciéon celular y su proliferacion
(Cornwell, 2009), facilita la reepitelizacion (Kim, 2000), reduce el tejido cicatricial (Tseng,
2004), tiene propiedades antibacterianas (King, 2007), presenta escasa inmunogenicidad
(Akle, 1981), reduce la inflamacion y el dolor (Hao, 2000; Morkin, 2018).

Esta descripto el uso de la hAM para acelerar la curacion de heridas cronicas (Litwiniuk,
2014; Tehrani, 2021). Esta se aplica a través de una presentacion criopreservada, lo que
requiere almacenamiento y transporte a -80 °C y procedimientos quirurgicos, dificultando su
aplicacion Optima y la transferencia continua de los componentes celulares y factores

biologicos al lecho de la herida.

A pesar de las distintas opciones, el tratamiento de heridas cronicas, principalmente las UPD,
enfrenta importantes desafios. Estas lesiones no solo afectan a un gran nimero de pacientes,
sino que también presentan una alta resistencia a los tratamientos convencionales, lo que
limita su efectividad en muchos casos (Mustoe, 2006; Cavallo, 2024). Aunque estas terapias

pueden ser utiles y necesarias para prevenir complicaciones mayores, la necesidad de
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infraestructura especializada, personal sanitario calificado y sus costos elevados dificultan su
implementacion.

Por otro lado, el uso de la hAM como terapia alternativa ha demostrado ser efectiva en el
tratamiento de las UPD, en comparacion con los tratamientos estandar (Kraus, 2017). Sin
embargo, su implementacién también estd limitada por requisitos logisticos y altos costos

asociados.

1.5.3 Tratamiento con derivados de membrana amniotica humana

Los derivados de membrana amnidtica humana surgen como una estrategia innovadora para
el tratamiento de heridas cronicas, ya que no solo conservan las propiedades terapéuticas de
la hAM, sino que también superan las limitaciones logisticas y econdmicas tanto de las
opciones convencionales como de la hAM criopreservada. Esta estrategia se basa en la
liofilizacion, un proceso que permite obtener derivados como apdsitos (hAM-pe: membrana
amnidtica homogeneizada, liofilizada y esterilizada) y parches (hAM-L: membrana amnidtica
liofilizada y esterilizada), que se pueden producir tanto a partir de la hAM completa como de
sus distintas areas. Aunque este método elimina los componentes celulares, los derivados
conservan una variedad de factores biologicos que son esenciales para su actividad
terapéutica.

hAM-pe en particular, representa una solucion practica y eficaz para el tratamiento de heridas
cronicas, ya que pueden aplicarse cada 48-72 horas, proporcionando una transferencia
continua de factores biologicos al lecho de la herida. Ademas, su manejo es mucho mas
sencillo, permitiendo su uso en un consultorio médico sin necesidad de procedimientos
quirargicos, e incluso posibilitando que los mismos pacientes puedan aplicarlos en sus
hogares (Carro, 2024).

Actualmente, estos derivados estan siendo evaluados en un estudio traslacional cuyos
resultados preliminares, aunque aun no publicados, sugieren un cierre mas rapido de las
heridas en comparacion con el tratamiento convencional. Los apositos de hAM han
demostrado ser una opcidn terapéutica segura y eficaz para promover la reparacion de tejidos
blandos, ofreciendo una alternativa viable y accesible para la resolucion de heridas

complejas.
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2. Objetivos

General

Abordar estrategias experimentales in vitro € in vivo que permitan conocer el proceso
dinamico de cicatrizacion de heridas bajo el efecto de apositos de hAM.

Para esto se buscard adquirir conocimiento y experiencia en el disefio y desarrollo de
estrategias experimentales en el 4rea de la biomedicina, en el manejo de cultivos de lineas
celulares eucariotas. Para, finalmente, discutir a partir de los resultados obtenidos de
diferentes estrategias experimentales en pos de la construccion de marcos conceptuales en el

tema abordado.

Especificos
1. Evaluar in vitro la migracién celular de fibroblastos (HT1080) en condiciones de alta
glucosa en presencia o ausencia hAM-pe.

2. Evaluar el cierre de la herida dérmica en ratas con insulino resistencia.
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3. Materiales y métodos

3.1 Derivados de membrana amnidtica humana: Apdésitos

Para la realizacion de este trabajo se utilizo el derivado de membrana amniética humana
(hAM) que denominamos “apésito” de membrana amnidtica humana, hAM-pe. La hAM se
obtiene de placentas humanas bajo consentimiento informado de la donante, siguiendo los
procedimientos y técnicas conforme a lo establecido en la Resolucion N°187/01. Los apdsitos
fueron elaborados y provistos por el Banco de Tejidos de Membrana Amniética de la
Asociacion Civil para el Progreso de la Tecnologia Médica de Tejidos (AMNIOS BMA) y
para este trabajo se utilizaron dos apositos (lote 3457070324, disco 2 y disco 3). Estos se

encuentran liofilizados y esterilizados por radiacién gamma.

Figura 2. Foto ilustrativa de los apdsitos de membrana amnidtica humana, hAM-pe,

obtenidos en el AMNIOS BMA.

3.1.1 Obtencion de la fase soluble de hAM-pe para ensayos in vitro

Los discos fueron pesados y rehidratados utilizando 1 ml de DMEM por cada 50 mg de masa
en bafio frio para minimizar el calentamiento durante la homogeneizacion que se realizd
utilizando un homogeneizador tisular de émbolo. Luego, se llevaron a cabo tres extracciones

consecutivas por centrifugacion, agregando sobre el pellet la mitad del volumen inicial de
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DMEM para la segunda extraccion y, la mitad del volumen utilizado en la segunda, para la
tercera extraccion. Los sobrenadantes de todas las extracciones se combinaron en un nico
pool, al cual se le realizé un control de esterilidad, seguido de la cuantificacion de proteinas
totales mediante el método BCA. Finalmente, el pool se dividio en alicuotas y se
almacenaron en tubos Eppendorf a -80 °C hasta su uso. Todo el procedimiento se llevé a cabo

en condiciones de esterilidad.

3.1.2. Control de esterilidad

Se inoculd 100 pl del pool de extracto en caldo nutritivo. Paralelamente, se utilizé un tubo
con medio de cultivo estéril como control negativo. Ambos tubos se incubaron a 36°C

durante 72 hs.

3.1.3 Cuantificacion de proteinas

Para la cuantificacion de proteinas totales se aplico el método BCA (4cido bicinconinico)
utilizando el kit comercial BCA Pierce™ (Thermo Scientific™). En microplaca de 96
pocillos, se construy6 una curva patron, por duplicado, con albiimina de suero bovino de 2
mg/ml, realizando diluciones seriadas al medio con agua destilada para obtener los puntos de
concentracion: 2000 pg/ml, 1000 pg/ml, 500 pg/ml, 250 pg/ml, 125 pg/ml, 62,5 pg/ml y
31,25 pg/ml, mas blanco y Reactivo de Trabajo (mezcla 50:1 de Reactivo A: buffer
carbonato, BCA, pH:11 + Reactivo B: sulfato de cobre 4%). Para determinar la
concentracion de proteinas en la fase soluble de hAM-pe se realizé una dilucion 1/5, por
duplicado. Se incubo a 37°C durante 30 minutos y se midi6 la absorbancia (Abs) a 595 nm en
lector de placas (BIO-RAD iMarkTM Microplate Absorbance Reader). Se midi6 la Abs a 595
nm de los patrones (corregida por el blanco) en funcion de su concentracion y se obtuvo, por
regresion lineal, la ecuacion de la recta. Se uso la ecuacion para determinar la concentracion

de proteinas totales en la muestra.
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3.2 Ensayos in vitro

Células utilizadas
Se utiliz6 para los ensayos un stock crioconservado de fibroblastos humanos HT1080 (ATCC

CCL-121 ™), linea celular proveniente del tejido conectivo de un paciente con fibrosarcoma,
disponible en el Instituto de Estudios Inmunoldgicos y Fisiopatoldgicos (IIFP,

CONICET-UNLP).

Condiciones de cultivo y mantenimiento
Las células fueron descongeladas y cultivadas en DMEM (Dulbecco's Modified Eagle

Medium; catalogo # 1210046, Thermo Fisher Scientific) suplementado con 10% (v/v) de
suero fetal bovino (SFB) (Internegocios) inactivado con calor y mantenidas en estufa a 37°C,
en una atmodsfera humeda conteniendo 5% de didoxido de carbono (37°C y 5% CO,).
Inicialmente, se cultivaron en botellas T25, luego se transfirieron a botellas T75 para su
expansion. Las células se repicaron de rutina por desprendimiento con TrypLE™ (Gibco)
seguido del resembrado en botellas T75 en las condiciones mencionadas anteriormente, para
su mantenimiento.

Las células se sembraron en placas de 24 y 96 fosas, dependiendo del tipo de ensayo a
realizar. Antes de cada ensayo, se realizo la estandarizacion para determinar el nimero de
células por fosa requerido para lograr una confluencia del 80-90% tras 24 hs de incubacion,
en DMEM 10% SFB a 37°C y 5% CO,.

Todos los procedimientos implicados con cultivo celular se realizaron bajo condiciones de
esterilidad en cabina de seguridad biologica clase II, con materiales y reactivos previamente

esterilizados por autoclave o por filtracion y utilizando elementos de proteccion personal '

Condiciones experimentales ensayadas sobre el cultivo celular de
fibroblastos HT1080 .

- hAM-pe: se prepararon alicuotas en DMEM 2% SFB, con distintas concentraciones de
proteinas totales (PT) a partir del pool de extracto soluble obtenido de los apositos de hAM.
Las mismas fueron agregadas directamente al cultivo celular. Las concentraciones evaluadas
fueron desde 50 a 400 pg/ml (concentraciones finales en cultivo). EIl DMEM 2% SFB se

utilizdé como control de células sin tratar.

"' El manejo de cultivos celulares y la aplicacion de procedimientos de esterilidad fueron realizados conforme a
lo aprendido en el curso de “Practicas de Cultivo Celular e Introduccion a la Citometria de Flujo”, dictado por
Profesionales de Apoyo del Servicio de Cultivo Celular y Servicio de Citometria de Flujo del IIFP (Diciembre
2023).
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- Alta glucosa: a fin de generar condiciones de alta glucosa y evaluar distintos efectos
celulares se prepararon alicuotas con diferentes concentraciones de glucosa en DMEM 2%
SFB que fueron agregadas directamente al cultivo celular. Se definié como "condicion de alta
glucosa" aquella en la que la concentracion de glucosa en el medio de cultivo excede los 25
mM, que corresponde a la concentracién presente en el DMEM. Para ello, se utilizo una
solucidn stock de glucosa 250 mM que se prepar6 disolviendo D-Glucosa sélida en DMEM.
Posteriormente, la solucion fue esterilizada utilizando un filtro de 0,22 um de didmetro de
poro (MS® sterile syringe filters). Las concentraciones deseadas, se lograron agregando
volumenes especificos del stock al medio de cultivo suplementado con 2% SFB. Las
concentraciones evaluadas en este trabajo fueron desde 32 a 250 mM (concentraciones finales

en cultivo). El DMEM 2% SFB, sin agregado, se utilizd como control de células sin tratar.

3.2.1 Ensayo de viabilidad celular

Para determinar el efecto de los tratamientos sobre la viabilidad celular, se realizo el ensayo
del MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio o MTT]. Este se basa en la reduccion
del MTT, un reactivo soluble en agua y de color amarillo, a sales de formazéan, que forman
cristales insolubles de color violeta dentro de las células. Esta reaccion es catalizada,
principalmente, por la enzima mitocondrial succinato deshidrogenasa, cuya actividad
depende de la funcionalidad mitocondrial de células viables. La actividad metabolica
(proporcional a la formacion de formazan), en este ensayo se utiliza como indicador de la

viabilidad celular.

Los fibroblastos HT1080 cultivados en placas de 96 fosas (p96) a una densidad aproximada
de 1,7 x 10* células/fosa fueron estimulados con 100 ul de los siguientes tratamientos, por

quintuplicado, durante 20 hs a 37°C y 5% CO, :

Tratamiento Concentracion (pg/ml)
hAM-pe 50, 100, 200 y 400
DMEM 2% SFB (CC) 0

Tabla 1: Condiciones de tratamiento para la evaluacion del efecto de hAM-pe sobre la

viabilidad celular por ensayo del MTT. CC: control, cultivo de células sin hAM-pe. Las
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concentraciones corresponden a concentraciones finales de proteinas totales de hAM-pe en

cultivo.
Tratamiento Concentracion (mM)
Alta Glucosa 32.0, 39.0, 53.1, 81.2, 137 y 250
DMEM 2% SFB (CC) 25

Tabla 2: Tratamientos correspondientes para la evaluacion del efecto de altas
concentraciones de glucosa sobre la viabilidad celular por ensayo del MTT. CC: control,
cultivo de células sin glucosa adicional (25 mM de glucosa presente en el DMEM). Las

concentraciones corresponden a concentraciones finales de glucosa en cultivo.

Pasado el tiempo de incubacion, se afiadio a cada fosa 12,5 pl de solucion de MTT (4 mg/ml),
se incubd durante 3 horas a 37°C y 5% CO,. Se descartaron los sobrenadantes y se
disolvieron los cristales generados con el agregado de 100 pl de etanol 70%. Por ultimo, se
midid la absorbancia en lector de placas a 595 nm. La viabilidad se calculd6 como un
porcentaje de la absorbancia promedio respecto de la condicion no tratada (CC), que se

considerd como 100% de viabilidad, utilizando la siguiente féormula:

% viabilidad celular = (Abs de células tratadas/ Abs promedio de células sin tratar) x 100

3.2.2 Evaluacion funcional de la migracion celular: ensayo de la herida

Para evaluar la migracion celular se realizo el ensayo de la herida (Martinotti y Ranzato,
2020). Este se basa en observar en el tiempo el cambio que se produce en una monocapa de
células confluente, a la que se le ha generado una discontinuidad para simular una herida. Es
decir, se basa en la observacion temporal del cierre de esa herida, atribuido a un fendémeno
migratorio.

Se efectuaron heridas sobre las monocapas de los fibroblastos HT1080 cultivados en placas
de 24 fosas (p24) a una densidad aproximada de 10° células/fosa, con la punta de un tip
estéril de 10 pl a tiempo inicial del experimento (heridas identificadas como herida final Hy).

Seguido, se retir6 el sobrenadante y se lavo con PBS para eliminar los detritos celulares. Se
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agregaron 500 pl de los siguientes tratamientos, por triplicado, preparados en DMEM 2%
SFB y se incubaron a 37°C y 5% CO, por 20 hs maximo *:

Tratamiento Concentracion (pg/ml)
hAM-pe 100, 200 y 400
DMEM 2% SFB (CC) 0

Tabla 3: Tratamientos correspondientes para la evaluacion del efecto de hAM-pe sobre la
migracion celular por ensayo de la herida in vitro. CC: control, cultivo de células sin
hAM-pe. Las concentraciones corresponden a concentraciones finales de proteinas totales de

hAM-pe en cultivo.

Tratamiento Concentracion (mM)
Alta Glucosa 35,40, 50,60y 75
DMEM 2% SFB (CC) 25

Tabla 4: Tratamientos correspondientes para la optimizacién de las condiciones de alta
glucosa en el ensayo de la herida in vitro. CC: control, cultivo de células sin glucosa
adicional (25 mM de glucosa presente en el DMEM). Las concentraciones corresponden a

concentraciones finales de glucosa en cultivo.

Tratamiento [Glucosa] [hAM-pe]
Alta Glucosa 60 mM 0
hAM-pe 25 mM 200 pg/ml
Alta Glucosa + hAM-pe 60 mM 200 pg/ml
DMEM 2% SFB (CC) 25 mM 0

Tabla 5: Tratamientos correspondientes para la evaluacion del efecto de hAM-pe en contexto

de alta glucosa por ensayo de la herida in vitro. CC: control, cultivo de células sin glucosa

2 Condiciones consideradas para minimizar el efecto proliferativo: utilizaciéon de medio de cultivo con baja
concentracion de SFB y que el tiempo de incubacion no supere el tiempo de duplicacion de la linea celular
utilizada (16-20 hs para fibroblastos HT1080).
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adicional (25 mM de glucosa presente en el DMEM) y sin hAM-pe. Las concentraciones

corresponden a concentraciones finales en cultivo.

Transcurrido el periodo de incubacion, a tiempo final del ensayo, se realizé en cada una de
las fosas una segunda herida (heridas identificadas como herida inicial H,) paralela a la
primera, con la finalidad de imitar a la herida H; que se realiz6 a tiempo inicial. Se retir6 el
sobrenadante y se lavo con PBS. Las células se fijaron con metanol y se tifieron con cristal
violeta. Se tomaron 3 fotos de cada una de las fosas en microscopio invertido (EVOS®) con
aumento 2X. Cada una de las iméagenes se analizaron usando software ImageJ (version 1.54
de Wayne Rasband and contributors National Institutes of Health, USA) seleccionando entre
3 y 5 regiones de interés (ROIs) representativas que delimiten el 4rea de la herida.

Para el andlisis del presente ensayo, consideramos el porcentaje de la herida primordial
remanente, también referido como porcentaje de 'apertura’, como un indicador de Ia
migracion celular. Se calculd el promedio de las ROIs de la H, en todas las condiciones del
ensayo y se considerd como representativo de la herida primordial. El promedio de las ROIs
de la H; en cada una de las condiciones de tratamiento fue representativo del area final de la
herida. Para evaluar la migracion celular de cada condicidon (x), se utilizd la siguiente
formula, que relaciona los valores de las areas de las heridas realizadas a tiempo inicial (Hy) y

a tiempo final (H,):

% de herida primordial = (H,/H,) % 100

El valor obtenido representa el porcentaje del area inicial de la herida que permanece abierta

después del periodo de evaluacion.
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La evaluacion integral de los distintos procesos y etapas de la cicatrizacion analizando

muestras humanas enfrenta diversas limitaciones, como la dificultad para obtener biopsias en

numero suficiente, la escasez de participantes en los ensayos clinicos, y el abandono

frecuente de los tratamientos por parte de los pacientes. Estas restricciones resaltan la

necesidad de validar resultados en modelos animales.

Por lo anterior, para establecer un marco de referencia para futuros ensayos utilizando

apositos de hAM se llevdo a cabo un ensayo preliminar para explorar las condiciones

necesarias a fin de establecer un modelo animal de cierre de la herida en presencia de una

condicion metabdlica alterada.
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3.3.1 Animales de experimentacion

Se utilizaron 6 ratas Sprague Dawley macho de 12 semanas de edad al inicio del
experimento, divididas en dos grupos: 3 controles y 3 insulino resistentes, mantenidas en
ciclos de luz/oscuridad de 12 hs, alojadas en grupos de a tres por jaula y alimentadas con una

dieta comercial estdndar y agua corriente ad libitum durante todo el experimento.

3.3.2 Induccion de resistencia a la insulina

La condicion de resistencia a la insulina fue inducida mediante una dieta rica en fructosa.
Ratas Sprague Dawley macho adultas (9 semanas) recibieron dieta comercial estandar con
adicion de 10% de fructosa (p/v) en el agua de bebida ad libitum, durante un periodo de tres
semanas previas al inicio del experimento.

Este modelo ampliamente utilizado (Di Sarli Gutiérrez, 2024) fue facilitado por el Centro de

Endocrinologia Experimental y Aplicada (CENEXA UNLP/CONICET).

3.3.3 Generacion y manejo de heridas

Se realizaron 2 heridas con punch de biopsia de 6 mm de diametro en la piel dorsal rasurada
de las ratas, bajo anestesia inhalatoria con Isoflurano (5% en cdmara para inducciéon y 2-2.5%
para mantenimiento). Finalizada la intervencion se aplico tratamiento analgésico inyectable
(Buprenorfina 0.3 mg/ml cada 12 hs) y Lidocaina tdpica, seguido de la colocaciéon de un
cobertor dérmico adhesivo de film impermeable sobre las heridas reforzado con 4 puntos de
sutura. Los grupos se mantuvieron bajo observacion hasta su recuperacion completa,

realizando una cura humeda de las heridas cada 48/72hs.

3.3.4 Evaluacion de la evolucion de las heridas

La evaluacion del procedimiento se realizd6 comparando el area de las heridas a lo largo del
tiempo experimental. Para ello, se realiz6 el seguimiento de las mismas mediante un registro
fotografico. Las imagenes se capturaron el dia de la cirugia (dia 0) y post cirugia los dias 3, 7,
9 y 11 con una regla de referencia para calcular el area. Las areas se midieron con el software

ImagelJ. Con los datos se calculo el porcentaje de cierre de la herida con la siguiente formula:
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% de cierre al D, = [(4rea de la herida D, - area de la herida D,) / 4rea de la herida Dy] x 100

Siendo:
D, : area inicial, area de la herida registrada inmediatamente después de la cirugia

D, : area de la herida registrada n dias después de la cirugia.

La generacion y el seguimiento de la evolucion de las heridas se llevaron a cabo en el
Laboratorio de Trasplante de Organos de la Facultad de Medicina UNLP y el protocolo
desarrollado en el presente trabajo cuenta con la aprobacion de la CICUAL de la Facultad de

Ciencias Exactas UNLP (N° de referencia 003-00-23).

3.4 Analisis estadistico

Los resultados se expresaron como la media + desviacion estandar. La significancia
estadistica se evalu6 mediante la prueba t de Student o ANOVA seguido de un post test de
comparacion multiple, considerando significativo un valor p < 0,05. Todos los analisis y
graficos se realizaron utilizando el software GraphPad Prism, version 8.00 para Windows

(GraphPad Software, San Diego USA)
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4. Resultados

4.1 Control de esterilidad

El extracto soluble de los apositos de hAM obtenido por rehidratacion y centrifugacion, se
evalu6 para determinar la presencia de contaminacién microbiana mediante un ensayo en

caldo nutritivo. Después de 72 horas de incubacion a 36°C, no se observo turbidez.

4.2 Cuantificacion de proteinas

La cuantificacidon de proteinas totales se realiz6 por el método BCA. A partir de la curva de
calibracion construida con albumina de suero bovino, se obtuvo la ecuacion de la recta por
regresion lineal (y = 0.0004x + 0.0237, R* = 0.9828). Aplicando esta ecuacién a la
absorbancia promedio medida en la muestra de hAM-pe, se determind que la concentracion

de proteinas totales en el extracto soluble fue de 6.754 mg/ml (Tabla 6).

Absorbancia 1 0,5405
Absorbancia 2 0,5875
Promedio de absorbancias 0,5640
Concentracion [mg/ml] 6,754

Tabla 6: Concentracion de proteinas totales en el pool extracto soluble de hAM-pe.

4.3 Ensayos in vitro

4.3.1 Estandarizacion de las condiciones de experimentacion

En primer lugar, se determino la densidad celular, es decir, el nimero de células por pocillo
requerido para lograr tras 24 hs incubacién una confluencia 6ptima. Una confluencia asi
definida para los ensayos en este trabajo, es aquella en la que el porcentaje de cobertura de la
superficie del pocillo oscile entre un 80 y 90% de manera que quede espacio disponible para

que puedan ser ocupados porque aquellas células que se encuentren en replicacion y evitar el
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riesgo de desprendimiento de la monocapa durante el periodo de evaluacion de los distintos
tratamientos. Para los ensayos de viabilidad se usaron placas p96 y para los de migracion,
p24. Se sembraron diferentes nimeros de células y se incubaron durante 24 hs, en DMEM
10% SFB a 37°C y 5% CO2. Como se puede observar en la figura 5, la confluencia deseada

en placas p24 se logra con un indculo de 10° células/fosa.

5 x 10* células 10° células 1,5 x 10° células

Figura 5. Determinacion de la densidad celular. Fibroblastos HT1080 fueron sembrados en
placas p24 en DMEM 10% SFB por 24 hs. Luego fueron fijadas con metanol y tefiidas con

cristal violeta.

4.3.2 Evaluacion de la viabilidad celular en presencia de hAM-pe

Previo a la evaluacién de los efectos de hAM-pe sobre la migracion de fibroblastos era
importante determinar si por si misma presentaba algiin efecto citotdxico sobre este tipo
celular. Para ello, se evaluo la viabilidad celular mediante el ensayo del MTT. Los cultivos de
fibroblastos HT1080 fueron tratados con hAM-pe a las concentraciones de proteinas totales
indicadas en la Tabla 1 (Materiales y métodos 3.2.1). Los resultados muestran que hAM-pe

no alter¢ la viabilidad de los fibroblastos, por lo tanto no presenta citotoxicidad.
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Figura 6. Viabilidad celular evaluada por ensayo del MTT en fibroblastos HT1080 tratados
con diferentes concentraciones de proteinas totales (PT) de hAM-pe, durante 20 hs. Los
valores se expresan como porcentaje respecto del control no tratado considerado como 100%
de wviabilidad. CC: control, cultivo de células sin tratar. No se observan diferencias
significativas de los tratamientos frente al control. Se realizé un ANOVA de una via seguido

de Dunnett.

4.3.3 Evaluacion funcional de la migracion celular: ensayo de la herida

La reparacion de heridas es un mecanismo por el cual diferentes tipos celulares se activan
para reparar el sitio dafiado mediante la sintesis de nuevo tejido. En la piel, una de las células
encargadas de esta reparacion son los fibroblastos. Por su capacidad de migracion invaden la
zona dafiada para poder repararla.

Evaluamos el proceso de migracion celular en la linea celular de fibroblastos HT1080
mediante ensayo de la herida. Se provocod un estimulo mecanico sobre las monocapas
confluentes mediante la realizacion de una primera herida a tiempo inicial (Hy) con la punta
de un tip estéril de 10 pl, generando la ruptura tanto de las uniones intercelulares como de la
union a la superficie de la fosa. Las células fueron incubadas con baja concentracion de suero
(2%) como condicion control, durante 20 hs. Luego, se realizé una segunda herida (H,) para
imitar la herida generada a tiempo inicial. Las células se fijaron con metanol, se tifieron con

cristal violeta y se fotografiaron en microscopio invertido. Al comparar las areas de las
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heridas, notamos que, después de 20 hs de incubacion (Hy) el area libre de células se redujo.

Esto indica que en condiciones controles las HT1080 activaron mecanismos de motilidad

celular frente al estimulo mecanico para reparar la herida.

Figura 7. Fotomicrografia de monocapa fibroblastos HT1080 lesionada mecénicamente.
Area de la herida inmediatamente después de la lesion o H, (izquierda) y area de la herida
después de 20 hs o H; (derecha). Se observa la reduccion del area de la herida por migracion

tras 20 hs de incubacion post-herida.

A continuacion, se evaluo la migracion celular en presencia de hAM-pe y se inicio la
evaluacion de las condiciones experimentales en funcidon de establecer microentornos de alta
glucosa para, finalmente, evaluar el efecto de hAM-pe sobre la migracion en esos

microentornos.

4.3.4 Evaluacion de la migracion celular en presencia de hAM-pe

Efectuadas las heridas H; sobre las monocapas celulares, los cultivos fueron tratados con
hAM-pe a las concentraciones de proteinas totales indicadas en la Tabla 3 (Materiales y
métodos 3.2.2). Al comparar las condiciones experimentales observamos que el ancho de la
herida (area libre de células) se redujo en los cultivos tratados con las mayores
concentraciones de hAM-pe. Sin embargo, solo con el agregado de 200 pug/ml las diferencias
fueron significativas (Figura 8 B). Especificamente, en los cultivos control, el porcentaje de

herida remanente fue del 51%, mientras que en los cultivos tratados con 200 pg/ml de
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hAM-pe se redujo al 44%. Esta reduccion refleja un mayor desplazamiento de los
fibroblastos hacia el area libre, acelerando el cierre de la herida. En base a estos resultados, se

decidi6 utilizar una concentracion de 200 pg/ml de hAM-pe para los siguientes experimentos.

f
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Figura 8. Fotomicrografias representativas (A) y cuantificacion de la migracion celular por
ensayo de la herida en fibroblastos HT 1080 tratados con diferentes concentraciones de
proteinas totales (PT) de hAM-pe, durante 20 hs de incubacion post-herida. Cuantificacion de
la migracion representada como % de herida primordial = (Hy/H,)*100 (B). Hy: herida inicial.

H;: herida final. CC: control, cultivo de células sin tratar. La migracion celular aumenta con el
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agregado de 200 pg/ml extracto de hAM-pe respecto de CC. Se realizo un ANOVA de una

via seguido de Dunnett; **p<0.01.

4.3.5 Optimizacion de condiciones de alta glucosa para evaluar la

migracion celular

La reparacion de heridas es un proceso complejo que puede verse alterado por diversos
factores, entre ellos, la hiperglucemia caracteristica de la diabetes. Altos niveles de glucosa
afectan diversas funciones y procesos celulares esenciales para el cierre de heridas, como la
migracion. En pos de recrear un microentorno adverso en condiciones de cultivo que simulara
el impacto de la hiperglucemia, se evalu6 el efecto de diferentes concentraciones de glucosa
sobre el cierre de la herida. Los cultivos de fibroblastos HT 1080 fueron tratados con
diferentes concentraciones de glucosa en el rango de 35 a 75 mM, segun se detalla en la Tabla
3 (Materiales y métodos 3.2.2). Este rango de concentraciones fue elegido debido a que
afecta negativamente la migracion de diferentes tipos celulares (Chen, 2022; Zhang, 2022).
En este contexto, se observé que las concentraciones de 35 mM y 60 mM de glucosa
redujeron significativamente la migracion celular activada por dafio mecénico. En los cultivos
tratados con estas concentraciones, el porcentaje de herida primordial remanente fue del 71%,

mientras que en el control (CC) se redujo al 56% (Figura 9 B).

Glucosa [mM]
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Figura 9. Fotomicrografias representativas (A) y cuantificacion de la migracion celular por
ensayo de la herida en fibroblastos HT1080 tratados con diferentes concentraciones de
glucosa, durante 20 hs de incubacidon post-herida. Cuantificacion de la migracion
representada como % de herida primordial = (HyH,)*100 (B). Hy: herida inicial. Hy: herida
final. CC: control, cultivo de células sin tratar. La migracion celular se reduce a
concentraciones 35 y 60 mM de glucosa respecto de CC. Se realiz6 un ANOVA de una via

seguido de Dunnett; **p<0.01.

4.3.6 Evaluacion de la viabilidad celular en presencia de glucosa

Para descartar que el retraso en la migracion observada en condiciones de alta glucosa
(Figura 9 B) reflejara una pérdida de la viabilidad celular se evalu6 dicho parametro por
ensayo del MTT. Los cultivos de fibroblastos HT1080 fueron estimulados, durante 20 hs, con
glucosa a distintas concentraciones, segin se describe en la Tabla 2 (Materiales y métodos
3.2.1). Los resultados muestran que el tratamiento de los cultivos de fibroblastos con glucosa

no alter¢ la viabilidad celular (Figura 10).
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Figura 10. Viabilidad celular evaluada por ensayo del MTT en fibroblastos HT 1080 tratados
con diferentes concentraciones de glucosa, durante 20 hs. Los valores se expresan como
porcentaje respecto del control no tratado considerado como 100% de viabilidad. CC: control,
cultivo de células sin tratar. No se observan diferencias significativas de los tratamientos

frente al control. Se realizd6 un ANOVA de una via seguido de Dunnett.

4.3.7 Evaluacion del efecto de hAM-pe sobre de la migracion celular en

contexto de alta glucosa

Los cultivos de fibroblastos HT1080 fueron tratados con alta glucosa (AG), con alta glucosa
en combinacion con hAM-pe (AG+hAM-pe) o con DMEM 2% SFB (CC), seglin se describe
en la Tabla 5 (Materiales y métodos 3.2.2). Los resultados muestran que el porcentaje de
herida primordial remanente fue de 50% para CC, 44% para AG y 43% para AG+hAM-pe
(Figura 11 B).

Estos resultados presentan ciertas discrepancias con los ensayos previos realizados en
condiciones similares. Las células tratadas con AG presentaron un porcentaje de herida
remanente menor que las células control (CC), lo que indica una mayor migracion en dicha
condicién (44% en AG frente a 50% en CC). Al comparar directamente las condiciones AG y
AG+hAM-pe, se observo que el agregado de hAM-pe no tuvo ningun efecto en la migracion

celular, ya que el porcentaje de herida remanente fue similar en ambas condiciones (44% y
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43%, respectivamente). Esto indica que, bajo las condiciones evaluadas, hAM-pe no parece

influir en la migracion de fibroblastos en un entorno de alta glucosa.
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Figura 11. Fotomicrografias representativas (A) y evaluacion de la migracion celular por
ensayo de la herida en fibroblastos HT1080 tratados con alta glucosa (AG: 60 mM de
glucosa) y alta glucosa en combinacion con 200 pg/ml de hAM-pe (AG+hAM-pe), durante
20 hs de incubacioén post-herida. Cuantificacion de la migracion representada como % de
herida primordial = (HyH,)*100 (B). Hy: herida inicial. H: herida final. CC: control, cultivo

de células sin tratar. La migracion celular aumenta tanto en presencia de alta glucosa como en
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presencia de alta glucosa en combinacion con 200 pg/ml de hAM-pe. Se realiz6 un ANOVA

de una via seguido de Tukey. ***p<0.001. ns: no significativo.

4.4 Ensayo in vivo

Con el proposito de establecer modelos que permitan estudiar las etapas de la cicatrizacion,
se realizd un ensayo en ratas insulino resistentes. En caso de observar diferencias en el cierre
de la herida en estas condiciones, el uso de apdsito de hAM en este modelo seria relevante

para la caracterizacion y el estudio de sus efectos en la cicatrizacion.

4.4.1 Evaluacion del cierre de heridas en ratas insulino resistente

El cierre de heridas fue evaluado en un modelo animal de resistencia a la insulina (IR)
comparado con un grupo control (C), utilizando ratas Sprague Dawley. El procedimiento
experimental, detallado en la seccion de Materiales y Métodos 3.3, incluyo la realizacion de
dos heridas por animal, un seguimiento fotografico y anélisis del cierre de las heridas a través
de parametros como el porcentaje, el tiempo y la velocidad de cierre.

De la comparacion del aspecto macroscopico de las heridas se observo una diferencia entre
los grupos, puntualmente en el dia 7: el grupo C presentd heridas semejantes entre si en
cuanto a forma y coloracion mientras que las del grupo IR se mostraron mas heterogéneas y
con mas presencia de costra (Figura 12). Al analizar la tasa de cierre, el grupo IR mostré un
menor porcentaje de cierre del 4rea de la herida en promedio respecto del grupo C en los dias
3 (10,34% vs 20,74%), 7 (60,19% vs 65,19%) y 9 (87,84% vs 92,29%), igualandose ambos
grupos en el dia 11 (Figura 13). De la evaluacion del tiempo de cierre se destaca la
distribucion de los datos en el dia de cierre del 50% de la herida: se observo que 4 de 6
heridas del grupo control se redujeron al 50% antes del sexto dia mientras que 4 de 6 heridas
del grupo IR lo hicieron partir del dia 6 (Figura 14 A). Por ultimo, al evaluar la velocidad
media de cierre se observd que el grupo IR presentd una menor velocidad durante el cierre
del 50% de la herida, 8,33% por dia, mientras que el grupo control presentd una velocidad del
10% por dia en este mismo periodo (Figura 15). Pudo observarse para ambos grupos que la
etapa de mayor velocidad fue durante el cierre del 50% de la herida, disminuy6 durante el

cierre del 50% al 75% y del 75% al cierre completo, resultando esta ultima la etapa mas lenta.
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Figura 12: Registro fotografico de las heridas en los dias 0, 3, 7, 9 y 11 de dos zonas (A y B)

en tres animales diferentes para cada condicion: control e insulino resistente.
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Figura 13. Porcentaje de cierre de herida en el tiempo evaluado en ratas insulino resistentes
(IR) vs ratas control (C). Los datos se representan como diagramas de caja y bigotes,
mostrando la distribucion de los valores individuales (n=6), con la media indicada

numéricamente sobre cada grupo. Se realizé un ANOVA de dos vias seguido de Holm-Sidak.
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Figura 14. Tiempo (en dias) de cierre de la herida evaluado en ratas insulino resistentes (IR)
vs ratas control (C). Dia de cierre del 50% (A), 75% (B) y 100% (C). Los diagramas de caja 'y
bigotes muestran la distribucion de los datos en cada grupo (n=6). Se realiz6é un t-Student

para muestras independientes con varianzas homogéneas.
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Figura 15. Velocidad de cierre evaluada en ratas insulino resistentes (IR) vs ratas control (C).
Velocidad para lograr el 50% de cierre de herida (50), para pasar del 50 al 75% (75) y para

avanzar del 75% hasta el cierre completo (100), expresada como porcentaje de cierre por dia.
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Los datos se representan como diagramas de caja y bigotes, mostrando la distribucion de los
valores individuales (n=6), con la media indicada numéricamente sobre cada grupo. Se

realiz6 un ANOVA de dos vias seguido de Holm-Sidak.
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5. Conclusiones y discusion

En este trabajo abordamos el estudio de mecanismos claves involucrados en la reparacion

tisular mediante el desarrollo y ajuste de modelos in vitro € in vivo.

En particular, se evaluo el efecto del extracto soluble de apdsitos membrana amnidtica
humana (hAM-pe) sobre la migracion de fibroblastos HT1080 en condiciones de alta glucosa,
un contexto relevante para estudiar la reparacion de heridas en diabetes. Los resultados
mostraron que hAM-pe no presentd efectos citotoxicos sobre los fibroblastos, ya que no
alter6 su viabilidad en un rango de concentraciones de 50 a 400 pg/ml. En condiciones
normales, hAM-pe favoreci6 la migracion de los fibroblastos, reduciendo significativamente
el area de la herida en concentraciones de 200 pg/ml. Contrariamente a lo esperado, en
condiciones de alta glucosa (60 mM) no se observo una inhibicidon de la migracién celular; en
cambio, se registr6 un aumento de la misma, lo que difiere de los resultados obtenidos
previamente en el ensayo de optimizacioén. Con este resultado, la evaluacion de hAM-pe en
condiciones de alta glucosa se vio limitada. Las diferencias entre los resultados obtenidos
sobre la migracion celular con 60 mM de glucosa entre ambos experimentos podria estar
relacionada con el tiempo de expansion celular previo al ensayo de migracion. En el ensayo
final, donde se evalu6 el efecto de hAM-pe en contexto de alta glucosa, se utiliz6 un criotubo
nuevo de células, y éstas requirieron casi dos semanas de expansion para alcanzar la densidad
necesaria, mientras que en los ensayos previos este tiempo fue menor (una semana). Por otra
parte, aunque la literatura consultada para el desarrollo de este trabajo describe que altas
concentraciones de glucosa inhibe la migracion en ciertos tipos celulares, otros estudios han
reportado que, en condiciones especificas, la glucosa puede favorecerla. Por ejemplo, se ha
observado que diferentes tipos de células epiteliales responden de manera distinta a
concentraciones elevadas de glucosa, con variaciones en la migracion entre lineas celulares
primarias e inmortalizadas (Urusky, 2021). Nuestros resultados sugieren que la generacion de
un contexto de altas concentraciones de glucosa como condicion adversa para la migracion
celular puede involucrar estrategias con mayor desafio. Las limitaciones encontradas
impidieron una evaluacion Optima de hAM-pe en este escenario. Por ello, es necesario

continuar con los ajustes en las estrategias experimentales para alcanzar un escenario in vitro

36



adecuado que permita evaluar con mayor precision el impacto de hAM-pe sobre la migracion

celular bajo condiciones de alta glucosa.

Finalmente, en el ensayo exploratorio de cierre de la herida en un modelo de ratas, se observo
una notable diferencia en la evolucion del cierre entre los grupos C e IR. Puntualmente, al dia
7 post-operatorio, las heridas del grupo IR mostraron una mayor heterogeneidad en su
aspecto, con mayor presencia de costras, en comparaciéon con las del grupo C, que
presentaron una curaciéon mas homogénea. El analisis de la tasa de cierre reveld que, en los
primeros dias, el grupo IR presentd un menor porcentaje de cierre en comparacion con el
grupo C, aunque ambos grupos igualaron sus tasas de cierre al dia 11. La evaluaciéon del
tiempo de cierre mostrd que la mayoria de las heridas del grupo C (4 de 6) alcanzaron el 50%
de cierre antes del sexto dia, mientras que en el grupo IR esto ocurri6 a partir del dia 6 (4 de
6). Ademas, la velocidad media de cierre del grupo IR fue mas baja (8,33% por dia) en
comparacion con el grupo C (10% por dia). La variabilidad en la velocidad de cierre también
refleja las fases fisioldgicas de la cicatrizacién, que disminuyen a medida que la herida
progresa hacia su cierre completo (Sorg, 2023). Estos resultados sugieren que la condicion IR
afect6 negativamente la cicatrizacion, lo que es consistente con las dificultades de curacion
observadas en modelos diabéticos (Seitz, 2010) y de insulinorresistencia (Otranto, 2013), lo
que posiciona al modelo desarrollado como una herramienta factible para futuras
caracterizaciones de los apositos de hAM que el grupo de trabajo esta llevando a cabo. Sin
embargo, al tratarse de un ensayo exploratorio con un tamafio muestral limitado, es necesario
ampliarlo en futuros estudios para reducir la variabilidad observada y confirmar estas
tendencias de manera de establecer una base mas solida antes de evaluar los efectos de los

apositos de hAM.

En conjunto, estos resultados resaltan la importancia de continuar con el desarrollo y
optimizacion de los modelos experimentales para profundizar en el estudio del potencial
terapéutico de los productos derivados de membrana amnidtica humana para la cicatrizacion

de heridas complejas.
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