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Tratamiento regenerativo con células madre mesenquimales
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la ulcera crénica por dermolipectomia
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Resumen

Introduccion: Los procedimientos para retirar adiposidades y piel, como la dermolipectomia, pueden desarrollar heridas
dificiles de sanar mediante tratamientos convencionales. Se ha sefialado que es posible utilizar las células madre mesenqui-
males en el tratamiento regenerativo en heridas, en virtud de su multipotencialidad, baja inmunogenicidad, capacidad
moduladora de inflamacion y procesos modeladores de tejidos. Caso clinico: Paciente con dehiscencia en ulcera cronica
secundaria a dermolipectomia, sometida a tratamiento cutdneo con células madre mesenquimales. Se indujo formacion de
cicatriz y neovascularizacion, asi como la disminucion de leucocitos infiltrados y citocinas proinflamatorias. Se propone a las
células mesenquimales como una alternativa interesante para el tratamiento de lesiones postoperatorias.

PALABRAS CLAVE: Ulcera crénica. Dermolipectomia. Células madre mesenquimales. Medicina regenerativa. Cicatrizacion.
Inflamacion.

Abstract

Background: Procedures to remove adiposities and skin, such as dermolipectomy, can develop wounds that are difficult to
heal by conventional therapies. Mesenchymal stem cells are indicated as potential candidates for regenerative therapy in
wounds, due to their multipotentiality, low immunogenicity, modulating capacity of inflammation and tissue modeling processes.
Case report: Patient with dehiscent chronic ulcer secondary to dermolipectomy, who received cutaneous treatment with me-
senchymal stem cells. The therapy induced scar formation and neovascularization, as well as the decrease of infiltrated leu-
kocytes and proinflammatory cytokines. Mesenchymal cells are proposed as an interesting alternative for the treatment of
postoperative lesions.
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|ntroducci6n

La dermolipectomia es un procedimiento quirurgico
con fines funcionales y estéticos que consiste en re-
tirar excesos de piel y tejido adiposo en brazos y
abdomen'2. Este procedimiento posee una tasa de
complicaciones generales de 45.8%, entre las que se
encuentran los seromas (23.6%), infecciones (13.9%),
hemorragias (11.1%), hematomas (6.9%), necrosis de
la piel (6.9%) y necrosis umbilical (4.2%); de éstas,
un total de 11.1 % requiere reoperacion®. Este proce-
dimiento estético, como cualquier practica quirdrgica,
se acompafa de lesiones persistentes o recurrentes
debido al desarrollo de dehiscencias que interfieren
con la cicatrizacion en 7.3% de los pacientes, lo que
ocasiona Ulceras cronicas de dificil tratamiento®. Es-
tas lesiones suelen complicarse con diferentes alte-
raciones metabdlicas, como diabetes, obesidad,
hipertensién y desnutricion, entre otros®”.

El tratamiento convencional de este tipo de lesiones
consiste por lo general en la aplicacién de parches
hidrocoloides, farmacos, operaciones o injertos de
piel autdlogos; sin embargo, éstos no son del todo
efectivos y pueden presentar efectos adversos y se-
cundarios®'®. Como alternativa se plantea el uso de
células madre mesenquimales (CMM) como trata-
miento celular para regenerar y cicatrizar 6rganos y
tejidos'™, ya que tienen la capacidad de autorrenovar-
se y diferenciarse en osteoblastos, condrocitos, adi-
pocitos, células musculares y neurocitos®'®. Hasta
ahora, el estudio de las CMM se centra en las prove-
nientes de médula ésea como norma de referencia,
aunque en fecha reciente se han propuesto novedo-
sas fuentes que no implican métodos invasivos para
su obtencion con potenciales fines terapéuticos.

Una fuente accesible de CMM es la gelatina de
Wharton (CMMWG) de corddn umbilical, que repre-
senta un tejido rico en células madre con alta capa-
cidad de autorrenovacion y diferenciacion mdltiple, y
dado que se desecha después del parto su uso no
representa restricciones éticas™'®. Por otra parte, las
CMMGW tienen baja inmunogenicidad debido a que
no activan la proliferacion de células T, al no expresar
el complejo principal de histocompatibilidad clase |l
(MHCII) ni moléculas coestimuladoras como CDA40,
CD80 y CD86, que son necesarias para la activacion
de las células T'. Estudios clinicos demuestran que
al administrar CMMGW la proliferacién de linfocitos
se suprime y ademas no activa al MHC?. Por esta
razén, el rechazo después del trasplante del injerto

celular es minimo o nulo, incluso entre individuos no
emparentados®. Ademas, las CMM presentan un
efecto inmunomodulador en los linfocitos T y B, célu-
las dendriticas y NK, ya que se puede inhibir la pro-
liferacion de las células inmunitarias y reducir la
secrecion de citocinas y la presencia de los subtipos
de células infiltradas en tejido?%222% |o cual atenda
la inflamacion y promueve la cicatrizacion de las
lesiones.

Estas caracteristicas y propiedades de las CMMGW
alogénicas proporcionan una ventaja para la regene-
racion de tejidos y lograr asi el cierre de heridas y
evitar el rechazo. El presente trabajo tuvo como ob-
jetivo emplear el tratamiento de células madre mesen-
quimales como una alternativa para la resolucion de
Ulceras persistentes en las que los procedimientos
convencionales no han permitido la cicatrizacion. Las
CMMGW de corddn umbilical, aisladas y trasplanta-
das en heridas de gran persistencia, evitaran el
rechazo inmunoldgico y recobraran la capacidad de
recuperacion e inmunorregulacion, asi como la remo-
delacion del tejido dafiado de ulceras secundarias a
operaciones. Esto representa una novedosa alterna-
tiva terapéutica para el tratamiento de ulceras y lesio-
nes de dificil atencion.

Materiales y métodos
Caso clinico

Mujer de 41 afios de edad con Ulcera crénica
abdominal transversal de tres meses derivada de der-
molipectomia estética. La herida presentaba una
extension de 6 x 7 cm y profundidad de 1 cm con
hiperqueratosis, bordes engrosados, aperlados, po-
bre cicatrizacion espontanea, y datos de infeccion
persistente: eritema, exudado purulento, dolor y de-
hiscencia. La lesidn respondié de forma discreta a los
tratamientos como yodopovidona, peréxido de hidré-
geno o soluciones hiperoxidantes. Después del trata-
miento con antibiéticos orales se valoré a la paciente
como elegible para recibir tratamiento celular. Una
vez informada de riesgos y beneficios consintié me-
diante su firma para participar en el protocolo de
investigacion del uso de CMM como tratamiento re-
generativo proporcionado por el personal cientifico de
la Escuela Superior de Medicina del Instituto Politéc-
nico Nacional en colaboracion con el Instituto de Se-
guridad Social del Estado de México y Municipios
(ISSEMYM), con la autorizacion del comité de ética e
investigacion con registro CIS Y CEIS/0118 P.1./15.
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Tabla 1. Oligonucleétidos iniciadores para PCR en tiempo real

Gen Referencia NCBI Secuencia de oligonucledtidos

Forward Reverse
GAPDH NM_002046.3 tcaacgaccactttgtcaag actgtgaggaggggagattc
CD105 NM_000118.2 tgccactggacacaggataa caagacttgtggggctgag
CD73 NM_001204813.1 cctctcaaaatggacgaggt aaccacgttgatatcttggtca
CD90 NM_006288.3 aggacgagggcacctacac gccctcacacttgaccagtt
HLA-DR NM_019111.4 tcttcatcatcaagggattge ttctetctaagaaacaccatcacct
CD34 NM_001025109.1 tggctatticctgatgaateg tccaccgttttccgtgtaat
CD45 NM_002838.3 ccattgacaaccaccctca ggcattaaggtaggcatctga

Obtencion de células madre
mesenquimales de gelatina de Wharton y
su aplicacion

Las CMM se aislaron a partir de gelatina de
Wharton de cordones umbilicales de madres saluda-
bles que llegaron a término de gestacion a las 38 a
40 semanas; estos cordones se seleccionaron de
forma previa y los doné el Banco de Cordén Umbilical
del Hospital la Raza del IMSS (que cuenta con cer-
tificacion de seguridad bioldgica). Para obtener los
cultivos celulares, los cordones umbilicales se lava-
ron y procesaron en el Laboratorio de Medicina Re-
generativa y Estudios en Cancer de la Escuela Su-
perior de Medicina del IPN, donde se aplicaron dos
digestiones enzimaticas consecutivas: colagenasa
tipo 2 (Sigma-Aldrich, EE.UU.) al 1 % en PBS vy trip-
sina (Gibco®, EE.UU.) al 0.1 %, ambas con agitacion
constante a 37.5 °C durante 60 y 30 min, respectiva-
mente. La mezcla digerida se cultivd en placas de
100 mm de diametro en medio DMEM-F12 al 10% de
suero fetal bovino y 1x de Antibiotic/Antimicotic
(Gibco®, EE.UU.), a 37°C, 5% de CO, y atmdsfera
saturada de humedad. Al alcanzar confluencia de 80
a 90%, las células se desprendieron y resembraron
sin utilizar mas de un séptimo pase. Las CMM se
caracterizaron y seleccionaron con base en los crite-
rios de la International Society for Cellular Therapy?®.
Las CMM listas para la aplicaciéon se suspendieron
en solucidn salina isotdnica estéril para administrarse
de manera intradérmica en los bordes y el lecho de
lesién a razén de 100 000 + 10 000 células/cm? de
herida?, previos lavado y desinfeccion de la zona de
aplicacion. La lesidn se revisd y cubrié con apdsitos
estériles cada dia. La aplicacién celular se repitié a
los siete dias.

ADHERENCIA Y MORFOLOGIA SIMILAR A FIBROBLASTOS

Se seleccionaron las células que presentaron en
cultivo adherencia y morfologia similar a fibroblastos
con base en los criterios de la ISCT.

DIFERENCIACION OSTEOGENICA Y ADIPOGENICA

Se mantuvieron placas de cultivo tomadas de diferentes
pases durante 21 dias con Stempro® Osteogenesis Diffe-
rentiation Kit (Gibco®, EE.UU.). Con posterioridad, las cé-
lulas se fijaron con formol al 10 %, y se tifieron con rojo
de alizarina 10 min para identificar depdsitos de calcio.
De igual manera, otros cultivos celulares se mantuvieron
con Stempro® Adipogenesis Differentiation Kit (Gibco®,
EE.UU.) durante 21 dias. A continuacién, las células se
fijaron con formol al 10% y se tifieron con rojo oleoso en
isopropanol al 60% para evidenciar vacuolas grasas.

EXPRESION GENICA DE ANTIGENOS DE SUPERFICIE

La expresion génica para los marcadores de super-
ficie de las CMM se evalu6 con RT-PCR cuantitativa
en tiempo real. EI RNA total se extrajo a partir de
1 x 108 células en cultivo y también de leucocitos de
5 ml de sangre periférica, como control de expresion
hematopoyética, mediante el protocolo de extraccion
TRIzolP reagent (Invitrogen, EE.UU.). EI DNAc para la
PCR se sintetizd con el First Transcriptor Strand cDNA
Synthesis Kit (Roche Applied Science, Alemania). El
disefio especifico de gen de los oligonucledtidos ini-
ciadores o cebadores de la reaccidn (primers) se rea-
lizé a través de Universal ProbeLibrary System Assay
Design de www.lifescience.roche.com (Tabla 1). Para
la reaccion de amplificacion se utilizé LightCycler® 480
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SYBER Green | Master kit (Roche, Alemania) en un
LightCycler 1.5 Thermoclycler (Roche, Alemania). Se
utilizé el método de AACt para el analisis de la expre-
sion relativa con el gen normalizador GAPDH.

Histologia

Se tom6 una biopsia de 5 x 5 mm en el interior de la
zona de la herida al inicio del tratamiento y otra al sép-
timo dia, ambas fijadas en formol al 10% en PBS y luego
incluidas en parafina, y cortadas en espesores de 5 um.
Los cortes se montaron en laminillas de vidrio y des-
pués se desparafinaron, hidrataron, tiferon con hema-
toxilina de Harris y contrastaron con eosina. Por ultimo,
las preparaciones se aclararon y montaron con resina
de metacrilato/acrilato (Entellan Merck, Alemania).

Respuesta de la lesion

La recuperacion de la lesion se determiné al plantear
el indice Ulcera, que se interpretd por el porcentaje del
area de la herida abierta remanente con respecto al
area de la herida al inicio del tratamiento. También se
expreso la tasa de recuperacion (T) de la herida como
el cociente T = A/t, en el cual A es el valor del area
recuperada (cm?) durante el tratamiento, y t los dias que
durd la recuperacion del area. Las extensiones de las
areas ulceradas y recuperadas se evaluaron mediante
el andlisis de imagenes con el programa ImageJ.

Condicion inflamatoria

Para determinar la condicidn inflamatoria de la pa-
ciente, se evalud el fenotipo TH1/TH2 en muestras de
sangre periférica antes y después del tratamiento, a
través del kit Il Th1/Th2 (CBA, EE.UU.), que identifica
citocinas mediadoras de la inflamacion: interferén
gamma (IFN-y), interleucina 2 (IL-2), factor de necrosis
tumoral alfa (TNF-a), interleucina 4 (IL-4), interleucina
6 (IL-6) e interleucina 10 (IL-10). La evaluacion de las
células se realiz6 en un citometro de flujo FACS Di-
va™ Il (BD Immunocytometry Systems, EE.UU.) y
para el andlisis de los datos se utilizo el software
BD™ Cytometric Bead Array Software, version 1.4.

Resultados
Células madre mesenquimales

Las células de la gelatina de Wharton se expandie-
ron, seleccionaron y aislaron (Fig. 1). El cultivo present6

morfologia caracteristica de CMM con semejanza
a fibroblastos (células pequefias, largas y estrechas
con un nucleo redondo, grande y céntrico) (Fig. 1A). Por
otra parte, en presencia del medio osteogénico las cé-
lulas respondieron con un proceso de diferenciacion
celular al formar depdsitos de calcio extracelulares te-
fiibles con rojo de alizarina (Fig. 1B). Asimismo, en
presencia de un medio adipogénico, las células se di-
ferenciaron y formaron vesiculas intracelulares positi-
vas a la tincién con rojo oleoso (Fig. 1C). La PCR en
tiempo real mostré que las CMM manifestaron expre-
sién génica de los marcadores de superficie CD73,
CD90 y CD105 y no de los marcadores hematopoyéti-
cos CD34, CD45 y HLA-DR (Fig. 1D), lo cual concuerda
con las caracteristicas sefialadas por la ISCT?.

Respuesta de la lesion al tratamiento

La aplicacion cutanea de las CMM sobre la lesion
recuper6 tejido al inducir desbridamiento y cicatriza-
cion (Fig. 2). Al séptimo dia de tratamiento, la lesién
mostrd reduccion de su extension, profundidad y gro-
sor al presentar bordes mejor definidos, con una mayor
extension de piel en los margenes y una capa celular
superficial, tipica sefial de cicatrizacion (Figs. 2A y B);
ademas, los sitios de toma de biopsia se rellenaron
rapidamente con tejido. Por otra parte, el area abierta
se redujo en 70% (Fig. 2C) y con una tasa de cierre
mas rapida (Fig. 2D) en los primeros siete dias del
tratamiento, mientras que en la segunda aplicacion el
indice de ulcera se redujo hasta un 80% (Fig. 2C).

Histopatologia

En los cortes histolégicos de la herida sin tratar se
mostr6 un estado leve de inflamacién (Fig. 3), pero sin
presentar signos de infeccion. Se identificd un notorio
infiltrado leucocitario perivascular y edema en la evalua-
cion inicial; sin embargo, después de la primera aplica-
cion y ya en la segunda dichos infiltrados decrecieron y
pudo identificarse la formacion de nuevos vasos sangui-
neos y fibras de coldgena revelados por la tincion de
hematoxilina (Figs. 3A y B). La cuenta de leucocitos en
el tejido mostré una disminucion significativa mayor de
20% después del tratamiento con CMM (Fig. 3C).

Atenuacion del estado proinflamatorio con
células madre mesenquimales

En muestras sanguineas se analizd la presencia de
citocinas proinflamatorias y antiinflamatorias antes y
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Figura 1. Obtencion y caracterizacion de las CMM de gelatina de Wharton. A: Cultivos de CMM de gelatina de Wharton en el sexto pase;

B: Células en medio de diferenciacion osteogénica, T, actimulos de Ca** y fosfato extracelular tefiidos con rojo de alizarina; C: Células en medio

de diferenciacion adipogénico, T, con vesiculas lipidicas intracelulares tefiidas con rojo oleoso; D: Andlisis de la expresion génica relativa.
Microscopio de campo claro invertido Oxion (PCE Instruments, Chile).
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Figura 2. Respuesta de la lesion. A: Aspecto de la herida antes del tratamiento; B: Aspecto de la herida siete dias después del primer trata-
miento, 1 sitios de biopsias; C: Indice de tlcera con respecto al tiempo del tratamiento; D: Tasa recuperacion. Microscopio de campo claro
invertido Oxion (PCE Instruments, Chile).
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Figura 3. Recuperacion de la lesién. A: Cortes histoldgicos antes del tratamiento; B: desplies de siete dias del primer tratamiento, T infiltrado
linfocitario perivascular, #: edema, A : formacion de vasos, *: fibras de colagena; C: Conteo leucocitario en tejido prueba t de Student para
muestras relacionadas, p < 0.05. Microscopio de campo claro invertido Oxion (PCE Instruments, Chile).
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Figura 4. Cuantificacion de citocinas en plasma de sangre periférica antes y después de siete dias del primer tratamiento celular.

después del tratamiento celular (Fig. 4) y se observd citocina antiinflamatoria IL-4. Pese a ello, el tratamiento
que el tratamiento con CMM propicié una disminucién increment6 el numero de las citocinas antiinflamato-
de las citocinas proinflamatorias TNFa, IL-6, IFNyy la rias IL-2 e IL-10.
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Discusion

La herida con tratamiento convencional de tres
meses no sano, ya que se encontraba en condiciones
no aptas para repararse debido a un proceso de ci-
catrizacion deficiente. Esto pudo deberse a un estado
general desfavorable (estrés, habitos de vida, entre
otros)® en relacion con su inmunologia, metabolismo,
estado nutricional y emocional ocasionado por el so-
brepeso que lleva a los pacientes a someterse a una
cirugia de dermolipectomia?®. Debido a la persistencia
de la abertura de la lesion, la paciente fue elegible
para recibir tratamiento con CMMGW de corddn um-
bilical, que se ha sefialado como una opcidn
terapéutica?.

Las células que recibié la paciente fueron CMM y
cumplieron con los criterios minimos establecidos por
la ISCT para el tratamiento celular, como la adheren-
cia y forma del fibroblasto, lo que hizo posible su
seleccién en cultivo como se indica para las CMM?.
En cuanto a las proteinas marcadoras de superficie
CD73, CD90 y CD105, su expresion se reveld por la
presencia del RNAm correspondiente, mientras que
la expresion de CD34, CD45 y HLA-DR fue reducida
o nula (como se esperaba), por lo que se satisficieron
todas las caracteristicas de CMM propuestas por la
ISCT2,

En otro aspecto, las células mostraron capacidad
de diferenciacion osteogénica y produjeron acumulos
que se tifieron con rojo de alizarina, que es afin a los
depdsitos de calcio y fosfato, lo que indicd que las
células se diferenciaron en osteoblastos. Asimismo,
las células en medio adipogénico se diferenciaron en
células que mostraron acumulacién de vesiculas cito-
plasmicas positivas a la tincién con rojo oleoso, que
reveld los lipidos caracteristicos de adipocitos. Ambas
pruebas confirmaron la plasticidad de las CMM como
el tercer criterio de la ISCT?20:26:30,

Los resultados mostraron que la administracion de
CMM mejoro la recuperacion de la ulcera en un tiem-
po menor al que toma el tratamiento convencional,
probablemente porque se favorecié la cicatrizacion,
que se relaciona con las fases bien coordinadas entre
la inflamacidn, la proliferacion celular y la remodela-
cion de la lesién®'22,

En cuanto a la evaluacion médica de la lesion, se
pudo observar que el tratamiento celular indujo un
proceso de desbridamiento natural que facilita la fase
proliferativa del proceso de cicatrizacion debido a la
liberacion in situ de factores como TNFa., IFNy y IL-6%,
lo cual favorece el desplazamiento, atraccion e

infiltracién de plaquetas y queratinocitos nativos que
remodelan la zona de la lesion. Los macréfagos tam-
bién tienen una funcidon muy importante, dado que
éstos desbridan y remodelan la zona afectada? 323+
en conjunto con otros leucocitos. En la fase proliferativa
también se desarrollan fendémenos de angiogénesis,
los cuales fueron evidentes en los cortes histoldgicos.
La vascularizacion favorecida en la lesiéon pudo pro-
mover la irrigacion sanguinea y el paso de oxigeno y
nutrientes, lo que contribuye a la formacién de fibras
de colagena en la disposiciéon adecuada para formar
una matriz extracelular de soporte que llevd a la fase
de maduracién y remodelacion del tejido?:34,

En los cortes histoldgicos se reconocid la presencia
de fibras de colagena formadas de novo por el trata-
miento (caracteristico de la fase proliferativa de la
cicatrizacion), lo que precede a la fibroplastia y for-
macion de tejido granular; esta nueva matriz extrace-
lular proporciona el soporte celular para estimular la
epitelizacion y contraccion de la herida®'®2. Lo anterior
llevo a la reduccion tanto del area como de la profun-
didad de la herida, en especial de los sitios donde se
tomd la biopsia, lo que indicd regeneracion?®34,

Tal y como se ha descrito en muchos tratamientos
en los que se administran células mesenquimales, no
se produjo rechazo inmunoldgico debido a que las
CMM son de baja inmunogenicidad, y con propieda-
des inmunomoduladoras que no inducen la expresion
del MHC clase 1'%, Dichas propiedades se vieron
reflejadas al detectar una disminucién de las citocinas
proinflamatorias TNFa., IFNy e IL-6 en sangre, mientras
que las cantidades de las moléculas antiinflamatorias
IL-2 e IL-10 se mantuvieron; no obstante, se detecta-
ron valores bajos de IL-4. Esto coincide con lo
observado en la inhibicién de la proliferaciéon de es-
plenocitos de ratdn y linfocitos humanos, en la cual
se suprime ademas la secrecion de otras citocinas
inflamatorias como el [FN-y'6:20.22:25,

Los autores proponen que el cambio en el estado
de inflamacion es efecto del tratamiento con CMM-
GW, como se ha demostrado en otras lesiones créni-
cas®; no obstante, con estos resultados seria
importante realizar un andlisis estadistico para ase-
gurar una relacion causa-efecto.

El nuevo equilibrio del estado de inflamacion creado
por el tratamiento celular, como se ha documentado
en otros trabajos, posibilitd la proliferacion celular, la
angiogénesis y el desarrollo de una matriz extracelular
de soporte y diferenciacion para las mismas CMM, asi
como para otras células. Del mismo modo, favorecid
el ingreso de elementos y factores procicatrizantes y
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activd la nutricién, oxigenacion y eliminacién de
desechos que promovieron la reparacion del tejido, de
tal modo que mejord la apariencia de la herida al igual
que las condiciones que mantenian el estado persis-
tente de la Ulcera'®2831-35,

Conclusiones

El tratamiento con células madre mesenquimales
de gelatina de Wharton es factible para tratar una
Ulcera cronica persistente derivada de una dermoli-
pectomia de mal prondstico y dificil manejo, lo que
representa una interesante alternativa médica con po-
tencial para muchos otros tipos de lesiones, en los
cuales se permita la regulacién de los procesos in-
munoldgicos, quimiotacticos y modeladores del tejido
y una baja inmunogenicidad. Esta modalidad permite
que el paciente controle sus procesos de cicatrizacion
con menos asistencia a consultas, lo que implica en
términos de costo y beneficio un menor gasto en ser-
vicios de salud a largo plazo y una reduccién del
tiempo de convalecencia.
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