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Resumen.

La sefializacion mediada por el Factorde Crecimiento Transformante Beta (TGF-f) estdinvolucrada
en los diferentes procesos de reparacion de una herida que comprende a la cicatrizaciony ala
regeneracion. EI TGF-B1 en heridas de mamiferos adultos se encuentra presente durante todo el
proceso de cicatrizaciény a niveles altos, promoviendo la cicatrizacion. Contrariamente, el TGF-3
durante la reparacion de heridas embrionarias, promueve la regeneracién, ya que restaura el
tejido dafiado de manera similar al perdido ¢ lesionado, ademas de encontrarse a niveles altos.
Para estudiar el papel del TGF-beta3 en la regeneracidn se aplicé exégenamente TGF-33 por
medio de perlas de heparinaen unaheridaexcisional de espesor total de 2 mm de didmetro en la
oreja del raton. Los resultados obtenidos mostraron que el TGF-B3 induce una respuesta
regenerativa promoviendo laformacion de nuevos anexos cutaneos alos 7dpp, la formacién de un
blastema de regeneracién a los 14 dpp, un depdsito de coldgena mas laxa y la formacion de
nuevosislotes de cartilagoalos 28 dpp. Estudios realizados porinmunofluorescencia sugieren que
el TGF-B3 promueve su propia expresion. La aplicacién temprana de una sola dosis de TGF-B3vy la
ampliagama de respuestas relacionadas alos procesos regenerativos sugieren que el TGF-B3esun

importante inductor del proceso de regeneracion.



Abstract.

Signaling mediated by the Transforming Growth Factor Beta (TGF-B) is involved in different
processes of wound healing and regeneration. TGF-f1, in adult mammals wound is present
throughout the process of healing and at high levels, promoting healing. Conversely, the TGF-f3
during embryonic wound repair, promotes regeneration, since it restores the damaged tissue
similar to the lost or injured, as well as be at high levels. To study the role of the TGF-B3in
regeneration,exogenous TGF-B3through heparin beadsin an excisional wound of total thickness
of 2 mm diameter in the ear of a mouse was implanted. The results showed that the TGF-3
induces a regenerative response promoting the formation of new cutaneous appendages the
7dpp, the formation of a blastema of regeneration to the 14 dpp, of over loose collagen a deposit
and the formation of cartilage isletsto the 28 dpp. Immunofluorescence studies suggest that TGF-
B3 promotes its own expression. The early application of a single dose of TGF-B3 and the wide
range of responses related to regenerative processes suggest that TGF-B3 is an important inducer

of the regeneration process.
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INTRODUCCION

Cuando se produce la perdidade laintegridad y de la continuidad de un tejido animal mediante un
traumatismo mecdnico se producira una herida, esto desencadena eventos bioldgicos y
bioquimicos complejos que son necesarios para larecuperaciéon de este. Existen dos mecanismos
por los cuales el organismo puede reparar una herida: laregeneracidn y la cicatrizacion. Los dos
mecanismos tienen como principal objetivo, aunque en diferente grado, recuperar la

funcionalidad y la arquitectura del tejido dafiado ™ *>.

Regeneracion.

Se define alaregeneracién como la capacidad de un organismo para restaurar o reconstituir una
estructura perdida o lesionada porotra parte idéntica, que conserve la estructura y funcionalidad

4, 5, 6 . . . .
. > > En el siglo XVIIl se empezaron a realizar los primeros estudios sobre la

a la origina
regeneracion por Tremblay en la hidra, Reaumur en crustaceos y por ultimo de Spallanzani en |la
salamandra.’ La capacidad regenerativa se comporta de manera diferente en los animales
invertebrados y en los vertebrados. Esta capacidad en vertebrados estd muy disminuida o casi

ausente en la mayoria de sus tejidos®.

Tipos de regeneracion.

La regeneracion presentatres diferentes mecanismos 6 tipos:laregeneracion epimorfica, la

regeneracién morfaldcticay laregeneracion compensatoria®®.

Regeneracion epimérfica. El término Regeneracidon Epimorfica, fué acufiado por Thomas Hunt
Morgan a principios del siglo XX?, para describir el tipo de regeneracién donde el nuevo tejido
adquiere la morfologia y funcionalidad original al perdido mediante la desdiferenciacion,

. .7 .z «s 6,7
proliferacion y laformacién de una blastema de regeneraciéon™ .

Especificamente, este tipo de fendmeno o de regeneracidon se caracteristica por la
formacién del blastema de regeneracién que es un cumulo de células desdiferenciadas, que
presentainteracciones epitelio mesénquima y expresainformacionintrinseca morfogenetica que
establecerdal nuevotejido. El ejemplo mds comun de regeneracidon epimdrfica es la extremidad

del anfibio®. Los anfibios como la salamandra o el tritén son capaces de regenerar sus
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extremidades por completo. En base a estudios realizados en estos modelos se han establecido

cinco fases en la regeneracion epimoérfica® ®(Imagen. 1):

Formacion de la capa epidérmica apical.
Desdiferenciacion.
Formacidn del Blastema.

Morfogénesis.

i A N

Crecimiento.

Formacidn de la capa epidérmica apical. Después de que se produce la amputacién en la
extremidad hay una hemorragia proveniente del rompimiento de los vasos sanguineos que es
detenida por la contraccidon de las paredes vasculares, resultando en un coagulo dentro de las
primeras horas. En cuestién de pocas horas las células epiteliales de los margenes de la herida
empiezan a migrar para cubrir la zona de la herida, formandose la epidermis de la herida. Esto
puede tardar desde solo unas horas hasta un dia o dos. Esta estructura epitelial prolifera hasta
formar un epitelio engrosado denominado Capa Ectodérmica Apical (AEC, porsussiglaseninglés),
y que es necesario paraque la regeneracion prosiga debido a la pérdida de un ambiente propicio
para la interaccidn epitelio-mesénquimay la interrupcién en la desdiferenciacién de las células

4,6,8

subyacentes del AEC

Desdiferenciacion. La desdiferenciacién ocurre cuando las células diferenciadas
subyacentesala AEC tales como las células éseas, las células cartilaginosas, los fibroblastos y los
miocitos pierden sus caracteristicas fenotipicas. Los genes como mrf4 y mrf5 disminuyen su
expresion en las células musculares y empiezan a expresar el gen msx1, que esta asociadoala
indiferenciacién del mesénquima en la zona de la extremidad embrionaria. Posteriormente se
empiezaaformaruna masa de células proliferativas y desdiferenciadas que formaran al blastema

., 4
de regeneracion®®.

Formacidn del blastema de regeneracion. La formacidn del blastema de regeneracién depende de
corrientes eléctricas que son producidas por los nervios cercanos y que son conducidas a través

del mundn. Singer, en 1954, demostré que las fibras nerviosas liberan factores para mantenere
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incrementar la proliferacion de las células del blastema. Los principales factores liberados son:
Factor de Crecimiento de Fibroblastos-2 (FGF-2), Factor de Crecimiento Glial-2 (GGF-2), la
sustancia P y la proteina trasportadora de hierro (transferina), que estan implicados en la

. ./ s 4
proliferacion de las células del blastema®®*®.

Un blastema, en la extremidad de la salamandra en regeneracidn, puede ser reconocida
como unazona blanquecinaenel borde de la herida, subyacenteala AEC, posiblemente debido a
la ausencia de células pigmentarias’.Y cabe destacar que el blastema de regeneracién solo se

encontrara presente en organismos que tengan una regeneracion de tipo epimorfica.

Morfogénesis. Durante la Morfogénesis se puede observar la formacion de novo de los
diferentes tejidos a partir del blastema en una direccién préximodistal y anteroposterior. Al

término de esta fase la extremidad es casi idéntica a |la estructuralmente a la perdida.®

Crecimiento. La fase de crecimiento comienza, cuando la extremidad regenerada esta
estructuralmentebien formada pero se encuentra de menor tamafo que la original, después de
varias semanas, laextremidad que se regenerd empiezaa crecerhasta alcanzarlas dimensiones a

las que tenia originalmente. °

AEC Desdiferenciacion Blastema Morfogénesis Crecimiento

Imagen.1. Representacion esquematica del proceso o etapas de la regeneracion epimorfica en la extremidad de un
anfibio (salamandra). Makoto Suzuki, et al. 2006
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Morfolaxis. La Regeneracion Morfoldxica se describe como un drastico remodelado de los tejidos
preexistentes que contribuirdn alaformacion de los tejidos perdidos sin proliferarinicialmente.Se
presenta en invertebrados y el nuevo organismo se forma sin la necesidad de que haya un
blastemade regeneracién. Primero se construye el nuevo tejido 6 un individuo completo a partir
de los tejidos remanentes, como lo describié Morgan en 1898, y posteriormente se inicia la

. . . ~ .. 7
proliferacidn celular que contribuye a alcanzar el tamafio original”"°.

El modelo que mas se utiliza para describir la morfolaxis es la hidra. A partir de segmentos
obtenidos del corte del cuerpo de la hidra, surgen nuevos organismos del tamafo del trozo
seccionado enlos que se desarrollardlacabezay el pie a partir de la regidn anteriory posterior del
tejido seccionado respectivamente. La polaridad anteroposterior de la hidra es establecida por
una serie de gradientes morfogenéticos conformados porlaaltaconcentracién de WNT de Hidray
de Goosecoid en la region anterior, donde se formard la cabeza, que ird decrementando en la

|4,79,10

region posterior para formar el disco basa (Imagen. 2).

Imagen. 2. Regeneracion de una Morfolaxica de la hidra, después de laamputacion (en rojo) se inicia la interaccion
anteroposterior para que de lugar ala regeneracion (flechas en verde). Kiyokazu Agata, et al.2007
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Regeneracion Compensatoria. La Regeneracion Compensatoria es el esfuerzo de un érgano para
superar el efecto de algunas insuficiencias funcionales sobre el organismo, se refleja como el
incrementoy el despliegue de las células existentes que generan el crecimiento rapido de alguna
otra region del drgano que ayuda a compensar la pérdida del tejido dafiado. Este tipo de
regeneracion se puede ver claramente en el higado. Cuando se extirpa una porcién de uno de sus
I6bulos dejando a los otros intactos, el l6bulo extirpado no vuelve a crecer pero los Iébulos
restantes aumentan de tamafio para compensar esta pérdida del tejido hepdtico. Este crecimiento
regenerativo esta bajo control de un mecanismo regulador del crecimiento, ya que este se detiene

cuando el tejido perdido ha alcanzado su tamafio normal*"*2.

En este tipo de regeneracion se basa principalmente en la proliferacién celular de las
células diferenciadas, asi, en el higado, las células hepaticas, (los hepatocitos), las células del
conducto, las células almacenadoras de grasa, las células endoteliales y los macréfagos de Kupffer,

. T . . . 4,11,12
empiezan a dividirse para generar el mismo linaje celular™ """,

Regeneracion fisioldgica. La regeneracion fisioldgica se refiere a la sustitucion y renovacion
natural de untejido. Hay ejemplos muy claros de este tipo de regeneracién como es la reposicién
las células epiteliales delintestino, larenovacién delendometrio después de cada ciclo menstrual
y el reemplazo de las células sanguineas. La regeneracion fisioldgica es considerado como un
término de conveniencia que incorpora una variedad de procesos destinados a mantener el

equilibrio normal de los tejidos del cuerpo.®

Regeneracion en Invertebrados.

Los invertebrados posen una gran capacidad regenerativa’, ya que en muchas de las
especies de invertebrados la regeneracién es también una forma de reproduccién asexual. Las
esponjas, son los invertebrados mas primitivos que presentan regeneracion. Las células
responsables de este proceso son los arqueocitos, considerados las células madre capaces de
generarel restode lostipos celulares presentes en estas especies. Cuando se presenta algun dafio,
los arqueocitos se acumulan en el sitiode laheriday forman un blastema del que se generan otros
tipos celulares. Hay algunas especies de esponjas en donde los pinacocitos, las células que
recubren a los organismos, cubren ensu totalidad la superficiede laherida, delimitando el espacio

mesénquimal que contiene fibroblastos y arqueocitos*>.
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La regeneracion de las planarias implica dos procesos diferentes: la regeneracién epimorficay la
morfalaxis, endonde hay unareorganizacion del tejido en el mufidn. La regeneracidon epimorfica
en estas especies se observa cuando se regenera el tronco y la cabeza y la regeneracion
Morfolaxicasdlo se encuentrapresenteenlaregeneracion de la cola. La Formacion del Blastema
ha sido atribuida a la existencia de células especializadas totipotentes en el parénquima, cuyo

origen en el papel de la regeneracién ha sido objeto de debate durante muchos afios®* **.

La regeneracidon también es consistente en los anélidos. Los Anélidos son los metazoos
triploblasticos que comparten la caracteristica de metamerizacién. El tronco del cuerpo consiste
enuna sucesionlongitudinal de unidades llamadas metdmeros o segmentos. La regeneracidony la
reproduccidn asexual por fragmentacién se da cuando un organismo puede romperse en dos o
mas fragmentos y cada unos de estos fragmentos es capaz en convertirse en un individuo a través
de laregeneracion, proceso que también es compartido de manera muy similar con las anemonas
y muchos hidrozoos. Laregeneracion es evidente principalmenteenlos Poliquetos y Oligoquetos,
y el tipo de regeneracion que este grupo de anélidos presenta es de tipo epimorfica. Los
poliguetos pueden reemplazar las regiones pérdidas anteriores mas exitosamente que los
oligoquetos, pero este potencial regenerativo es mas evidente en los individuos que habitan en

tubos (gusanos tubicolas) .

La regeneracion de los moluscos se observd por primera vez en 1768 por Spallanzani, muchos
organos pueden serreemplazados después de la amputacion o autotomia (escision de una parte
del cuerpo provocada por el propio organismo), incluyendo el pie y la cabeza con los érganos
cefélicos (ojos, tentaculos, radula) en gasterdépodos, y los brazos y partes del manto, incluyendo a
los érganos derivados, de los cefaldpodos. Casi todas las especies de moluscos son capaces de

13
regenerar estas estructuras™.

Los Artrépodos incluyen principalmente crustdceos e insectos. Los artropodos, como los
moluscos, no pueden regenerar un animal completo a partirde un fragmento aislado del cuerpo y
estan totalmente desprovistos de la reproduccién asexual. En cambio, los mecanismos de
autotomia se encuentran en los miembros de todas las clases, incluso en ausencia de
regeneracion. Siempreque un artrépodo sigue sumuda puede regenerar practicamente cualquier
accesorio, porlo que ladependencia del ciclo de muday de las hormonas es una caracteristica de

laregeneracionde los artropodos. Durante lamuda, los artropodos desprenden su exoesqueleto
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para aumentar de tamaifo y, en caso de tener una extremidad pérdida, la remplazan. Esto es

controlado por dos hormonas reguladoras, la 20-hidroxiecdisonay la hormona juvenil (JH) ™.

Los equinodermos son deuterostomados (aquellos animales en los que el blastoporo no
originalaboca) y pentarradiales con una dermis calcarea rigida. A excepcién de los erizos de mar,
la mayoria de los equinodermos (estrellas de mar, ophiurs, holoturias) son capaces de regenerar
un animal entero a partir de un fragmento del cuerpo. Por ejemplo, las estrellas de mar pueden
originar un animal completo a partir de un brazo amputado. Varias especies de holoturias son
capaces de regenerarse, formando un animal completo, a partir de la seccién de su cuerpo en
varios fragmentos. Muchos representantes de esta clase, cuando se toman fuera del agua 6 son
sometidos a lesiones, desechan una gran parte de sus érganos internos (tracto gastrointestinal,
sistema ambulacral y génadas) por un proceso denominado evisceracién, estos érganos son

entonces restaurados por completo™ ™,

Regeneracion en Vertebrados.

A diferenciade losinvertebrados, la capacidad regenerativade los vertebrados es mas restringida

y sélo pocas especies de los diferentes Phyla presentan dicho rasgo.’

Los peces primitivos pulmonados africanos (subclase Dipnoi) pueden regenerar su aleta
pectoral; un delgado apéndice cdnico compuesto por cadenas de cartilagos. Los teledsteos son
bien conocidos porsu capacidad para regenerar aletas caudales, pectoralesy pélvicas. El pezcebra

puede regeneraraletasy el tallo neural y probablemente todos los axones de la medula espinal™

16,17

Los anfibios urodelos (tritones y salamandras) poseen una amplia gama de capacidad
regenerativa. Varias especies pueden regenerar sus extremidades, la cola (incluyendo la médula
espinal), las mandibulas y los tejidos oculares; como la cdrnea, el cristalino y la retina. Una
cuestiodn clave en la regeneracién de estos vertebrados con respecto a las extremidades, es la
regeneracion epimorfica porlaformacién de un blastemade regeneracion® ™. En anfibios anuros,
la amputacidn de las extremidades anteriores presenta algunos rasgos regenerativos limitados, ya

. . . .7 18
gue se forma un miembro rudimentario en el lugar de la amputaciéon=.
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La regeneracidon estd severamenterestringidaen aves, reptiles y mamiferos y no queda claro que
factores celularesy bioquimicos son los limitantes en sus tejidos. En aves, el cristalino y laretina se
pueden regenerar en embriones de pollo y las células ciliadas del oido interno pueden ser
reemplazadas enavesadultas, ademas recientemente se ha demostrado que la regeneracién de
las extremidades puede ser inducida durante el desarrollo del pollo*®. En los reptiles, la
regeneracién no es muy comun, en los lagartos la regeneracién se limita a la cola pero esta es
diferente alaoriginal, porejemplo, las escamas que recubren a la cola difieren de las originales y

319 'Enlos mamiferos, los primordios de las

la columnavertebral tiene una estructura simplificada
extremidades embrionarias muestran unarespuestaregenerativaenlosdedos 1y 5 parcialmente
desarrollados a los 13.5 dpc (dias post coito) *°. Al respecto, se sabe que incluso los digitos de los
humanos en etapa infantil y adulta, asi como los de los ratones y monos se regenerara pero sélo
cuandolaamputacidn esatravés del lecho de la uiia de la falange distal, que es muy importante
para generaruna respuestaregenerativa, ya que cuando esta estructura se retira, la regeneracion
no se produce®’. La regeneracién de la punta del digito en ratones fetales y neonatales se
correlaciona con la expresion de Msx-1 en la regién distal amputada. El Msx-1 es un factor de
transcripcién que también es expresado en las regiones proliferativas no diferenciadas durante la
regeneracion de laextremidad del tritdn’%. Se ha propuesto que la expresién de Msx-1 puede ser
esencial para la regeneracion al mantener el estado de desdiferenciacidon y mantenimiento del
blastema ya que Msx-1 induce la desdiferenciacion en cultivos de miotubos. Durante la
regeneracion delapuntadel dedola expresion de Msx-1 se observa en el mesénquima del lecho

dela ufia, lo que se ha sugerido estarrepresentando una poblacion de células madre pluripotentes

~ . .7 .7 . .7 23
y como un centro de sefializaciéon de produccién de factores necesarios paralaregeneracién™.
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Cicatrizacion.

La cicatrizacion resultaenlaformacion de unacicatrizque es generada porel abundante depdsito
de proteinas de matriz extracelular (MEC), principalmente por coldgena | y coldgena Ill. Se
considera como un proceso dindmico interactivo, donde participan mediadores solubles
s s s .o ~ 24 . . .7 ’
extracelulares, células sanguineas y células del tejido dafiado””. La cicatrizacion en mamiferos se
divide en diferentes fases o etapas que se superponen en el tiempo. Estas son lafase inflamatoria,
la proliferativay lade remodelacién, cuyos rasgosy estudios han sido establecidos principalmente

por heridas producidas en la piel debido a su sencilla disposicién y manipulacién® (Imagen. 3).

Coaguld

Fase proliferativa

Queratinocitos

Nuevo
Vaso sanguine

Vaso sanguineo
Plaqueta =angUl

C. Fase de remodelacion

Monocito
Macréfago
Tejido de
granulacion

Miofibroblasto
Imagen.3. Fases de la Cicatrizacion. Inflamatoria. A;Proliferativa. B; Remodelacion. C. Geoffrey C. et al. 2008
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Inflamacion. Generalmente, después de que se genera unalesion, se produce el rompimiento de
vasos sanguineos, la extravasacion sanguineay la cascada de coagulacién que resulta en un tapén
que cubrird a la herida, este tapdon o coagulo se compone de fibrinay de plaguetas. Es considerado
como untejido transitorio que serdreemplazado por el tejido de cicatrizacién conforme avanza el

proceso de reparacion®®?’

. Se consideraesencial enlarespuestainflamatoria por la liberacién de
factores de crecimiento y de citocinas que organizan a las células e inducen los mecanismos

necesarios para la reparacion de la herida™.

Las plaguetas que se encuentran en el lecho de la herida, liberan una serie de factores de
crecimiento como el Factor de Crecimiento Derivado de Plaquetas (PDGF), el Factor de
Crecimiento Transformante-B (TGF-B), el Factor de Crecimiento Transformante-a (TGF-a) y el
Factor de Crecimiento Epidérmico (EGF) que funcionan como agentes que estimulan é regulan la
migracion epidérmal, laangiogénesis, laactivacidn de los fibroblastos y como quimiotacticos para

. , . . 25,27
el reclutamiento de las células inflamatorias™ “".

Las primeras células inflamatorias en ser reclutadas son los neutréfilos, que son células
polimorfonucleares (PMN), que son atraidos por el complemento C5a, PDGF y la quimiocina
CXCL8. Estos se agregana los pocos minutosenelsitiodelaheriday tienenla funcionde eliminar
a las bacterias o agentes infecciosos por la liberacion de una gran variedad de sustancias
antimicrobianas y por fagocitosis. Ademas, los neutréfilos producen citocinas proinflamatorias
tales como IL-1a y el Factor de Necrosis Tumoral alfa (TNF-a), que promueven la expresion de
moléculas de adhesiéon como la Selectina P y la Selectina E, asi como de ICAM-1 e ICAM-2,
involucrados en laadhesién de leucocitos y ladiapédesis, que es el paso de los leucocitos a través
de las células del endotelio y de la membrana basal. Los neutréfilos llegan al sitio dafiado por la
accion de IL-8, LTB4 y C5a. Una vez realizada su funcién los neutréfilos mueren por apoptosis

promoviendo la activacion de los macréfagos y monocitos®* 2%,

En la piel hay monocitos residentes que son activados al producirse la herida y que
promueven, junto con el epitelio de laherida, el reclutamiento por diapédesis de los monocitos en
circulacién por la secrecién de varias quimiocinas, tal como la Proteina Quimioatrayente de
Monocitos-1 (MCP-1) ***°. Esta diferenciacién implica una activacion de los macréfagos que
resultard en la fagocitosis de los neutréfilos, de restos de agentes patégenos y de células
necréticas del tejido, asicomo la sintesis de numerosos factores de crecimiento como TGF-f3, TGF-

o, EGF y PDGF que estimulan la proliferacién de los queratinocitos y los fibroblastos, ademas de
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promoverlasintesis de moléculas de la MEC. Los macrdfagos se consideran las células claves en

la transicion entre la fase inflamatoria y la de proliferacion®?”?% %%,

Proliferacion. La fase de proliferacion se caracteriza por la estimulaciéon de varios procesos
importantes: laangiogénesis, la epitelizacion y la contraccidn. La angiogénesis se caracteriza por la
formacién de nuevos capilares y vasos sanguineos. Las células endoteliales participan en la
formacién de las nuevas estructuras vasculares que son estimuladas por VEGF y FGF-2 induciendo
su proliferaciéon enlamatriz provisionalde fibrinay formando nuevos capilares. Ademas las células
endoteliales empiezan a producir metaloproteinasas (MMPs) que contribuirdn en el
establecimiento de los vasos sanguineos en la regidn de la herida por la degradacién de la matriz
provisional. Laangiogénesis se puede favorecer portres mecanismos diferentes: formacién de una
red de novo, anastomosis de vasos preexistentes y acoplamiento en los vasos de la heriday se

inicia simultaneamente con la proliferacién de los fibroblastos o fibroplasia®®.

La reepitelizacién requiere de la migracion, proliferacion y diferenciacion de los
queratinocitos adyacentes. Esta migracion se da a través de la matriz provisional de fibrina®.
Existen dos posibles sitios de migracion de los queratinocitos: los bordes libres de la heriday los
remanentes de las células madre del foliculo piloso en el area afectada®". La proliferacién de los

queratinocitos es favorecida por EGF, TGF-B1, FGF-2,-7y -10™.

Los queratinocitos pueden regular su propia actividad a través de la liberaciéon de IL-1a, ya
que esta interleucina promueve la induccion de FGF-7 y del factor estimulante de colonias de
granulocitos y macrofagos (GM-CSF) por parte de los fibroblastos que resulta en la activacion de

2427 | os fibroblastos

los queratinocitos adyacentes a la herida y acelerar el cierre de esta
constituyen las células mds importantes en la produccion de la matriz dérmica que migranala
regién de la herida auxilidandose del receptor de matriz, laintegrina a5B1 que interactua con la
fibronectina de la matriz provisional de la herida. PDGF estimula, ademas de la expresion de las

subunidades aly a5 de las integrinas, la proliferacion de los fibroblastos junto con TGF-B1y FGF**.

Los fibroblastos son las principales células responsables del recambio de la matriz celular
produciendo inicialmente colagena Il y elastina lo que incrementa la fuerza de la matriz
provisional que se forma. Adicionalmente, también producen fibronectina, lamininay tenascina
gue medianlaadhesiénde los diferentes tipos de celulares enla MEC. Los fibroblastos adyacentes

al sitio de la herida se diferencian a miofibroblastos que expresan a-actina de musculo liso y
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vimentina. Estas células tienen caracteristicas ultra estructurales de musculo liso que contraen el
tejido de la herida y producen grandes cantidades de componentes de la MEC como colagenal,

24,29

tenascina Cy fibronectina . La contraccién de la herida ayuda a disminuir el espacio entre los

extremos dérmicosy lasuperficie de lalesidon, que, para heridas de espesor total, contribuye hasta

un 40% en la disminucién de esta® *2.

Remodelacion. La remodelacién consiste en el depdsito de matriz extracelular permanente. El
coagulo de fibrina formado se remplaza por tejido de granulacién rico en colagena tipo Il y
subsecuentemente porcoldgenatipo . La principal caracteristica de la fase de remodelacién es el
cambio de la composicion de la MEC. La coldgena tipo Il se secreta en estadios tempranos de la
reparacion, aparece entre las 48 o 72 hrs, y gradualmente es remplazada por colagena tipo |,
siendo esta mas estable y similar a la original®> *°. El recambio de la coldgena tipo Il por la

coldgena tipo | es controlada por las metaloproteasas de Matriz (MMPs).**

Las MMPs son una familia de proteasas dependientes de Zinc de 180 residuos de
aminodcidos secretadas generalmente, al medio extracelular. Los miembros de la familia de
MMPs se clasifican en 6 familias e incluyen mas de 24 miembros: coldgenasas, estromelisinas,
matrilisinas, metaloproteinasas unidas alamembrana (MT-MMPs), gelatinasas y otros tipos*’. Las
coldgenasas corresponden a MMP-1, -8 y 13 y rompen la coldgena fibrilar tipo |, Il y llI; Las
estromelisinas, MMP- 3, -10 y -11, actian sobre los proteoglucanos, laminina, fibronectinay
colagenadesnaturalizada. La MMP-7, perteneciente a las matrilisinas, es sintetizada por células las
epitelialesy secretadaapicalmente, incideen moléculas de superficie celular como el ligando Fas.
Las metaloproteinasas unidas alamembrana cuentaconlas proteinas transmembranalesde tipo 1
(MT-MMP-14, -15, -16 y -24) y dos proteinas ancladas al glicosifosfatidilinositol (MMP- 17, 25)
con actividad colagenolitica. Las gelatinasas (MMP-2y 9) degradan la colagenadesnaturalizada, las
gelatinas, la laminina, la fibronectina y un nimero de moléculas de la MEC incluyendo a la
colagenalV, Vy Xl. Finalmente hay 7MMPs que no estdn clasificadas en las categorias anteriores,
un ejemplo eslaMMP-12 que fue descubiertaen macréfagos, pero que también se expresaen los
condrocitos hipertréficos. Esta MMP degrada la elastina y es esencial en la migracion de

7 34,35
macréfagos™ ™.

Terminadas las diferentes fases de la cicatrizacién, el tejido cicatrizante resultante,
compuesto principalmente de matriz extracelular, carece de anexos cutaneos (foliculos pilosos,

glandulas sebaceas y sudoriparas) y alcanza una resistencia maxima del 70%°% **.
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La Superfamilia del Factor de Crecimiento Transformante-Beta (TGF-B).

Desde el descubrimiento del primer miembro de la super familia del TGF-B3 en los afios 80, se han
identificado y caracterizado numerosas proteinas relacionadas funcionalmente en vertebrados e
invertebrados. En los mamiferos, los miembros de la superfamilia del TGF-B regulan una amplia
variedad de procesos biolégicos como la morfogénesis, la diferenciacidn celular, la apoptosis, la

sintesis de la matriz extracelular (MEC) y la migracién de diversas estirpes celulares®® "%,

Los miembros de lasuperfamiliadel TGF-3 estdn conformados porun grupo de polipeptidos
dimericos que difunden hacia el medio extracelular y que interactian con receptores

, 39
transmembranales en las células blanco™.

La superfamilia del TGF-B incluye a mas de 40 miembros agrupados en varias familias. La
familia del TGF-B comprende de tres isoformas en mamiferos; el TGFP1, el TGFB2y el TGFP3, la
familiade las Proteinas Morfogenéticas del Hueso (BMPs) se conforma por mas de 20 miembros,
la familiade las Activinas incluye diversas isoformas de las Activinas y las Inhibinas y finalmente la
agrupacion de otros péptidos relacionados tal como el Factor Inhibitorio Mulleriano (MIS) y el

36,38

Factor Neurotrdfico Derivado Glial (GDNF) (Imgen.4).

Las tres isoformas del TGF-B, presentes en los humanos son codificados por tres genes
distintos; 1913, 141 y 14q24 para TGFB1, TGFP2 y TGFP3, respectivamente®®. El TGF-B1, es la
isoforma predominante en mamiferos adultos, mientras que las tres isoformas del TGFf3 son
expresadas durante el desarrollo embrionario, desde la etapa de cuatro células, pasando porla
etapa del blastocito y continuando presente durante la morfogénesis de la gran mayoria de los

tejidos *°.
Activins/Inhibins

Activin A, Activin B, i
Activin AB, ActivinC
Activin E, Inhibin A
Inhibin B, Inhibin C

/
s 5% o /" Mullerian IS
\ it Imgen.4. La stperfamilia de los TGF-B,
12:?::; P _) AMH/MIS se divide en cuatro grandes grupos.
TGF-p3 Los TGF-Bs, BMP, Activinas/Inhibinas,
«‘ l MIS y GDNF. Juan F. Santibdiiez, et al.
2011.
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Via de la Seinalizacion del TGF-B medida por las SMADs.

Los miembros de la familia del TGF-B actdan interaccionando con sus receptores que se
encuentran en la membrana de las células sensibles a esta sefalizacion. Hay dos tipos de
receptores que son cinasas de serina treonina necesarios para trasducir la sefial del TGF-p. El
TGFp interacciona primeramente con el receptortipo Il (TBRII) que promueve el reclutamientoyla
activacién del dominio cinasa del receptortipo | (TBRI/ALK5). La activacién de TBRI/ALK5 induce la
transduccidn de la sefial del TGF3 mediada de manera candnica por las proteinas SMAD. Las
SMADs activadas por el receptor (R-SMADs) que son Smad2 y Smad3, son fosforiladas por el
receptor tipo | lo que promueve la formacién de un complejo con una SMAD acompafiante 6 Co-
SMAD que es la Smad4. Este complejo se transloca del citoplasma hacia el nicleo, donde
interactian de unamanera especifica con otros factores de transcripcion como AP-1, y regulan la
transcripcién de genes blanco de respuesta al TGF-B. Se han reconocido dos R-SMADs que
transducen la sefal de la familia del TGFB; la SMAD2 y la SMAD3 que forman el complejo
citoplasmatico con la SMADA4, la Unica Co-SMAD reconocida en mamiferos. Existen otros tipos de
SMADs que regulan negativamente la sefializacién del TGFf. Estas son las SMADs Inhibidoras,
SMADG6 y SMAD7, que carecende la regién que es fosforilada por el TBRI pero que presentan los

dominios de interaccién con el receptory con la SMAD4, confiriéndoles su caracteristicainhibitoria

por la competencia existente entre la SMAD2y la SMAD3 *"3% %% *2(Imagen.5).
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Receptores del TGF-p.

Los miembros de la superfamilia del TGF-B median su sefial a través de un complejo receptor
compuesto de receptores cinasas de serina-treonina. Todos los receptores son transmembranales
y presentan sudominio cinasaen la parte intracelular, un dominio transmembranal y un dominio

extracelular mas corto y rico en cisteinas y N-glicésidos*’.

Este complejo receptor de serina-treonina cinasa consta de dos proteinas
transmembranales distintas, conocidas como los receptores tipo | (TBRI) y los receptores tipo Il
(TBRII). Parael caso de los miembros de la familia del TGF3, hay una alta afinidad del ligando con
un par de receptores tipo |, cuando se alcanza esta interaccion es reclutado un par del receptor
tipo Il que resulta en la formacién del complejo receptor formado por el ligando, un par de
receptores tipo | y un par de receptores tipo Il. Estas interacciones conducen a un evento de
fosforilacion unidireccional en el que el receptorde tipo Il fosforilaal receptor de tipo |, activando
de este modo su dominio cinasa*'. Hay siete receptores tipo | (ALK 1-7) y cinco receptores de tipo
Il (TGFBRII/ BMPRII/ ACVRII/ ACVRIIB/ AMHR2), que median la sefial de los miembros de la
superfamilia del TGFB*. Se ha observado que los receptores tipo Il son cinasas constitutivas,
mientras que la actividad cinasa de los receptores tipo | depende de su fosforilacién por el

receptorll.

Las tres isoformas del TGF-B para la activacion de su sefial son mediadas por un solo
receptor tipo Il, el TGFBRII, y un receptor tipo | denominado TGFBRI 6 ALK-5. Ademas, las tres
isoformas del TGF-B puedeninteractuar, con moléculas de superficie celular que funcionan como
presentadores de los ligandos a los receptores del TGF[3, estas son el betaglicano y la

2839 E| betaglicano, conocidos también como co-receptor tipo Il (TBRIII), es un

endoglina.
proteoglicano que tiene la capacidad de unir con gran atraccion al TGF32, compensando asi su
baja afinidad por los receptores tipo | y Il. Mientras que la endoglina es una glicoproteina,
presente en las células endoteliales; comparte caracteristicas con el betaglicano, sin embargo une

al TGF-B1y TGF-B3 selectivamente pero al TGF-B2*7*°.
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Proteinas Traductoras de Serial: Las SMAD.

Las proteinas Smad han sido identificadas como las principales proteinas mediadoras de la
sefalizacion intracelular de los miembros del TGF-B que actian también como factores de
transcripcién. Hay tres diferentes tipos de proteinas Smad que son identificadas por su estructura
y funcionalidad.?® Las R-Smads son las Smads activadas por fosforilacién en su motivo SXSS
localizado enlaregion carboxilo terminal, porel receptor TBRI. Estas proteinas blanco del receptor
tipo | participan en la especificidad de la respuesta biolégica. Este grupo cuenta con cinco
miembros la Smad-2 y la Smad-3 que son reconocidos por receptores de TGF-B y Activinasy las

Smad-1, Smad-5y Smad-8, reconocidos por los receptores de BMP*® (Imagen.6).

En el segundo grupo encontramos a las Co-Smad. Esta Smad forma complejos
heterotrimericos con las R-Smad activadas. La formacion de este complejo se transloca al nucleo y
es fundamental para la regulacién de genes blanco de la sefial del TGF[3. Esta subfamilia o sub
grupo cuenta con unsolomiembro en mamiferos que es laSmad-4y se ha identificado en Xenopus
a Smad-4B 6 Smad-10. La principal funcién de las co-Smads es lade regular la transcripcién ya que
puede reforzar la interaccion de las R-Smads con el DNA vy recluta a varios co-activadores 6 co-
represores transcripcionales, con los que regula positiva o negativamente la expresién génica

*(Imagen.6).

Las Smad inhibidoras (I-Smad), estdn formadas porla Smad-6y la Smad-7. La Smad-6inhibe
preferencialmente la senalizacion de las BMPs, mientras que las Smad-7 antagoniza la sefial del

TGF-B/Activinas y la de las BMPs™.

Las R-Smadsy la Co-Smad poseen dos dominios, el MH1(N-terminal) y el MH2 (C-terminal),
conectadas por una regién de enlace denominadaregién Linker. El dominio MH1 posee una sefal
de localizacion nuclear (NLS), interacciona directamente con el DNA y con otros factores
reguladores de la transcripcion tal como ATF2y TFE*’. Smad-2 es la tinica R-Smad que carece del
motivo de unién al DNA, por lo que requiere de la interaccién con Smad-4 para controlar la
transcripcién. El dominio MH-1 puede interaccionar con el dominio MH-2 en las R-Smads que se
encuentran en estado basal (no fosforiladas) resultando en la inhibicion de la transcripciony la

actividad biolégica mediada por las Smads (Imagen.6).
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El dominio MH2 permite la oligomerizacion de las R-Smads con la Co-Smad, permite la unién
especifica con el receptor tipo | y con diferentes proteinas nucleares reguladoras de la
transcripcién tal como FAST, CBP, TGIF y Ski. En este dominio se realiza la fosforilacién en el

motivo SSXS por el receptor tipo | que permite la activacion de las R-Smads®’.

La region “linker”, es la menos conservada entre las diferentes Smads, ya que es muy
variable en las secuencias como en el tamafio, es rico en serinay prolinas y contiene multiples
sitios de fosforilacidn que son reconocidos por las cinasas activadas por mitégenos (MAPK) que

una vez fosforiladas se mantienen en el citoplasma impidiendo su translocacién nuclear.

Es notable que la activacién de la via del TGF-f3 por activacion de las Smads es auto-
regulable ya que se ha identificado un Elemento de Unidn alas Smads (SBE) en el promotor de

Smad7*"*®.

R-Smads |pmad*

for BMP | gmggg
- |Smad8

-1dSmad2
for TGFp | Smad2
& Activin ; Smad3

Co-Smads | Medea*

\ | Smad4
Smad4i

Anti-Smads Dad*

Smad6
Smad7

Imagen.6. Representacion de la interaccion de las diferentes Smad con la familia de TGF-Bs. Joan Massague. 2000

27



Control de la Activacion de la Via de la Sefializacion de TGF-B/SMAD.

Se han reportado numerosas proteinas que interactdan con los receptores y con las proteinas
Smads que regulan la sefial por diferentes mecanismos. Existen dos diferentes tipos de proteinas
reguladoras; las positivas, que promueven la sefial y las negativas que la antagonizan 6 inhiben.
Dentro de los reguladores positivos se encuentran al receptor tipo Ill, que son proteoglicanos
ancladosala membranay que unenal TGF-B con gran afinidad para posteriormente presentarlo a
los receptores tipo Il. La interaccion de las proteinas R-Smad con el complejo receptor esta
mediada por la proteina asociada a la membrana SARA. Esta proteina se asocia a la membrana
celular a través del dominio FYVE por la interaccién directa de sus lipidos. SARA une aSmad2y a
Smad 3 encontrados en el citoplasma y facilita la interaccion de estas Smads con el complejo

receptor del TGF-B>**°.

De las proteinas mds conocidas que ejercen un control negativo son las Smads inhibidoras.
Las Smad-7 puede unirse al receptor tipo | e interferir con su fosforilacién y activacién ya que
carecendel motivo SSXSlo que resultatambién en unacompetenciaconlas R-Smads su asociacion
con el receptor o con la Smad-4. Smad-7 ademads es capaz de reclutar a Smurf-1 que media la

.. . . g .z 37,40
degradacion proteosomal de los receptores tipo | por ubiquitinacién. *” ™.

A pesar de ser, conceptualmente, una sefalizacion simple y lineal, la sefializacién
TGFB/Smad produce varias respuestas celulares muy complejas. Esto se debe, en parte, a que el
complejoR-Smad/Smad4 nuclear puede unirse adiversos factores que promueven latranscripcion
especificade ciertos genesblancos. FAST, OAZ, TEE3, AP-1y AML son algunos de estos factores de
transcripcién que interaccionan con las Smadsy que producen ciertas respuestas especificas enlas

7 4
células*®.

FAST, en un miembro de la familia de proteinas de unién al ADN con motivo de “hélice en
forma de ala” (Winged-helix) identificado por unirse al elemento de respuesta a Activina (ARE),
unaregion del DNA que pertenece al Potenciador (Enhancer) del gen Mix.2, que codifica para el
factor con caja homedtica (Homebox) Mix.2 en Xenopus. Se conoce que FAST-1 media la
activacion de un complejo de genes relacionados con la especificacién del mesodermo. Fast-1
interactta con los complejos Smad2/Smad4 o Smad3/Smad4, pero no con complejos activados de
Smads que median la sefal de las BMPs. La interaccion de FAST-1 con el complejo de las Smads

permite laactivacién eficiente de la transcripcién de Mix.2, goosecoid, nodaly Lefty2, genes que
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especifican el mesodermo. A diferencia del dominio MH1 de smad4 que no es requerido parala
unién al DNA del complejo de Smad3/Smad4/FAST-1, este es necesario cuando el complejo induye

a Smad2, cuyo dominio MH-1 carece de las secuencias de union al DNA*®*,

OAZse identificd como un cofactor de unién al DNA que se asocia con la Smad1, una Smad
activada por la sefial de las BMPs, para promover la transcripcion del gen que codifica para el
factor de transcripcion con caja homedtica, Xvent-2, que controlalaventralizacién delmesodermo
y suprime la neurulacion en Xenopus. La regién promotora de Xvent-2 contiene un elemento de
respuesta a BMP (BRE) que permite la unién de Smad1/Smad4 vy el reclutamiento de OAZ, que
carece de una activad intrinseca de tras-activacién, y que es auxiliada porel complejo de las Smads

através del dominio MH-23%%48,

TFE3 se identific6 como un factor de transcripcion que regula la expresion de la cadena
pesada de la inmunoglobulina p uniéndose su Potenciador. TFE3 interacciona, en forma de
homodimero, con el coactivador p300/CBP y con la secuencia de ADN, CACGTG que se conoce
como lacaja E. TFE3 se une a la caja E enunode loselementos de respuestaa TGF-f3 del promotor
del inhibidor del activador del plasminogeno (PAI-1). La unién de TFE a esta regidn permite el
reclutamiento del complejo de Smad3/Smad4 a dos elementos de respuesta a las Smads (SBE)
que estan adyacentes. En respuesta al TGF-B, las Smad incrementan la actividad basal de TFE3 al

.. . .. 46,50
comparase con su actividad individual ™ ~".

El complejo AP-1se constituye de lainteraccidon entre Fos y Jun y participa en la regulacién
transcripcional de varios genes de respuesta a la sefializacion del TGF-B. Se ha observado in vitro
quelas R-Smads de TGF-Bs y Activinas interactian con AP-1 para promover la actividad
transcripcional de promotores artificiales. También se ha demostrado que el complejo
Smad3/Smad4/AP-1sinergizan en laactivacion transcripcional del promotorde c-Jun, c-fos y jun B

en diversos tipos celulares®" 2,
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Las proteinas de la familia de la leucemia mieloide aguda (AML) existen como tres formas
heterodiméricas, cada una compuesta de una subunidad a diferente (aA, aB y aC) y una
subunidad B comun. Las subunidades a-contienen un dominio Runtde unién al DNA y un dominio
de trans-activacion. Lasubunidad p mejorala actividad de unién al DNA de las subunidades a. Se
ha demostrado que AML1 (aB) se requiere para la hematopoyesis, mientras que AML3 (aA) es
esencial paraladiferenciacion de los osteoblastosyla formacién del hueso. AML2 (aC), junto con
AML1, controlan la transcripcion del gen de lainmunoglobulina A (IgA) a través de la interaccién
del elemento potenciador /. La sefalizacidon del TGF-B activa este potenciador e induce la
transcripcién de IgA enlas células Bdel bazo. El elemento promotor de /a contiene el elemento de
union a las Smads (SBE) y sitios de reconocimiento a AML que son contactados por el complejo
Smad3/Smad4/AML1 6 AML2 en respuesta al TGF-B. En condiciones de sobreexpresidn proteica,
asi como in vitro, las tres subunidades-a pueden formar complejos con las Smads activadas por el
TGF-B asi como con las Smads activadas por BMPs. Estas interaccionesinvolucran al dominio MH2
de las Smads con varias regiones en AML. Se ha descrito que el complejo AML1/Smad parece estar
formado constitutivamente en el citoplasma, siendo activado por la asociacién con factores

.. , ~ 46,52,53
adicionales presentes en el ndcleo en respuesta a la sefial del TGF- ™77,
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La Senalizacion de TGF-B en la Cicatrizacidn y en la Regeneracion.

Cuando se produce una lesion en un tejido u érgano se desencadena el proceso de reparacion.
Dependiendo de laespecie, del tejido dafiado, delmecanismo de lesién y de la profundidad de la
herida, lareparacidon se induce pordos mecanismos principales: la cicatrizacién y la regeneracion.
La cicatrizaciénresultaenlaformacién de unacicatrizque es generada porel abundante depdsito
de proteinas de la matriz extracelular (MEC), principalmente por coldgena | y coldgena I11°°,
mientras que laregeneracidn es el restablecimiento de laarquitectura original del tejido perdido.
La via de sefializacion del TGF-P estd involucrada en la regulacién de ambos procesos. Las
diferentes isoformas del TGF-Bs se expresan en las heridas adultas y embrionarias de los
mamiferos. En las heridas de un adulto esencialmente estdn presentes las isoformas TGF-B1y TGF-
B2 pero en mayor cantidad el TGF-B1 que se encuentra presente en todas las fases de la
cicatrizacion. Estas dos isoformas son liberadas inicialmente por las plaquetas, los granulocitos y
posteriormente porlas célulasinflamatorias como los neutréfilos y los macréfagos; esto da como
resultado laformacién de una cicatriz. El TGF-B2 se encuentra en todo el proceso de cicatrizacién
enadultos pero con niveles muy bajos. Las heridas embrionarias expresan niveles altos de TGF-[3,
y presenta muy bajos niveles de las isoformas TGF-B1y TGF-B2, que da a una herida sin cicatriz>*.
Durante la cicatrizacion de las heridas en el adulto, el TGF-B1 regula la migracion, la quimiotaxis y
la proliferacion de diferentes tipos celulares, asi como la produccién de la MEC y la expresion de
inhibidores de proteasas. Unavez que se produce unalesién, las plaquetas que arriban al lecho de
la herida liberan TGF-B1 que retroalimenta su propia expresion mediada por neutrdfilos,
macréfagos y fibroblastos>”. Un rasgo caracteristico de los macréfagos es la secrecién del TGF-B1
gue actla como un quimiotactico de estas células resultando en un incremento en el
reclutamiento de este tipo celular. Esto puede ser determinante en la calidad de la herida ya que
los macréfagos persisten hasta a la fase de remodelacion®®. El papel del TGF-B1 en la
reepitelizacidon de laherida es controversial. Algunos trabajos muestran que la aplicacion exdgena
del TGF-B1 promueve la formacién de nuevo tejido de granulacién y la re-epitelizacion®. Sin
embargo, como se sefiala a continuacidon, se ha reportado que los queratinocitos inhiben la
proliferaciéninvitroeinvivo porlasefalizacion del TGF-B a través de la sefializacién de las Smad

2/333, 42
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Durante la remodelacion de la herida, el TGF-Blestimulalasintesis de los multiples componentes
de la MEC que incluye ala colagena, lafibronectina, lavitronectinay los proteoglicanos®’. Ademas
estdinvolucrado en lamodulacidn del recambio de la matriz porla supresion de laexpresion de las

MMP; vy la induccién de los inhibidores de las metaloproteinasas (TIMP) **>

. Por otra parte, el
TGF-B1tambiéninduce |la diferenciacion de los fibroblastos en miofibroblastos, esenciales en la
contraccion de la herida y en la sintesis activa de los componentes del tejido de granulacién,
(coldgenayfibronectina). Lasobreexpresion del TGF-B1 puede promover la fibrosis en la herida

. . . Lt 27,58
gue puede generar una cicatriz hipertréfica™ ™.

Estudios realizados con ratones knockout han demostrado la participacidn de la sefializacion
del TGF-B1 en la cicatrizacién en los mamiferos. Heridas de espesor total realizadas en ratones
knockout condicionales del receptortipoll del TGF-B bajo el promotor de COL1A2 que se expresa
en fibroblastos (Tgfbr2-dermalKO), mostraron unarapida re-epitelizacion asicomo un incremento
enla proliferacidonylamigracién de los queratinocitos adyacentes. Adicionalmente, el infiltrado
celular de macréfagos es casi ausente. Estas observaciones indican que la sefalizacion del
TGFf proveniente de los fibroblastos reduce la re-epitelizacion y la proliferaciéon de los
fibroblastos mientras que promueve el infiltrado de los macréfagos. Este ratdon también muestra
qgue, aunque el TGF-B no alteraladiferenciacién de los fibroblastos a miofibroblastos, siregulala

organizacion de la MEC *°.

Heridas incisionales de espesor total realizadas en ratones knockout de Smad-3,
presentaron unaaceleracién de la re-epitelizacion que ocurrié al segundo dia en comparacion de
los ratonessilvestres que se presenté hastalos 5 dias. Esta rdpidare-epitelizacion se generaporla
alta capacidad proliferativa que se generd en los queratinocitos. Ademas, se observd una
reduccion notable enel nimerode célulasinflamatorias como los neutréfilosy los monocitos y un
aumento en la contractilidad de la herida®.Todos estos datos muestran que la sefial del TGF-j,
mediada por Smad3, promueve la cicatrizacién incrementando la inflamacidn, la sintesis de la

Matriz Extracelular y reprimiendo la re-epitelizacién.

Contrariamente a las heridas en mamiferos adultos, la sefial del TGF-p juega un papel
importante enlaregeneracion de las extremidades de los anfibios; ya que, en lugar de promover
la cicatrizacién como ocurre en los mamiferos, ayuda promover una respuesta regenerativa
durante la regeneracion de las extremidades de los ajolotes. Un modelo claro es el del ajolote

mexicano, Ambystoma mexicanum. Este anfibio urodelo tiene la capacidad de regenerar las

32



extremidades al ser amputadas y nunca forma tejido cicatrizante. El ajolote presenta dos fases
regenerativas; la primera es conocida como fase de preparacion y la segunda de reconstruccioén.
Se ha observado que el TGF-B1l presenta niveles altos durante la fase de preparacion,
caracterizada por la formacién de un blastema de regeneracién. En la fase de reconstruccion la
expresion del TGF-B1 es disminuida. La sefal del TGF-B1 es interrumpida por el inhibidor
farmacolégico SB-431542 en laextremidad amputadadel ajolote, se inhibe lamigracién celular de
las células que establecen al blastema de regeneracion y por lo consiguiente hay ausencia del

. .z . 61
blastema e interrupcidn del proceso regenerativo™".

TGF-B3 en la Reparacion de una Herida.

Las heridas embrionarias poseen caracteristicas distintas a las de los adultos, tal como una
respuestainflamatoria disminuida. Debido posiblemente a un sistemainmune inmaduro presente

. 4 7
en los embriones®® *

. Ademas, en el embridn se presenta una restauracion completa de la
estructurade la piel, con un depédsito de coldgenaidéntico al perdido y unadistribucion normal de
los foliculos pilosos, los vasos capilaresy las glandulas sebaceas™. Se ha propuesto que una de las
moléculas responsables inductoras de esta respuesta regenerativa es el TGF-B3, secretado

principalmente por los queratinocitos y los fibroblastos>*.

Durante la reparacién de las heridas embrionarias, el TGF-B3 es expresado fuertemente en
el epitelioque rodeaala herida. Este epitelio es estimulado porel TGF33, resultando en la rdpida
re-epitelizacion por la induccion de la migracidon de los queratinocitos, lo que contribuye a un
rapido cierre de la herida. Se ha propuesto que durante la reparacion embrionaria la poca
formacién de codgulos de fibrinay de desgranulacidn plaquetaria contribuye a que los niveles de
TGF-B1 sean bajos, lo que generaria una disminucién en el depdsito de moléculas de matrizy la

. ._37
falta de una cicatriz’™’.

El grupode Mark W. J. Ferguson probd laeficienciadel TGF-B3 en la reparacién al adicionar
de manera exégena el factor a heridas en ratas. En una rata adulta se le realizaron heridas
incisionales de 1cm de longitud enlas que se les administraron anticuerpos neutralizantes de TGF-
Bl y de TGF-B2 ademas de la proteina TGF-B3 en cada herida. Al neutralizar las dos isoformas
enddgenas del TGF-f3, el TGF-B1ly el TGF-B2, hubo una reduccidn en las células proinflamatorias

(monocitosy macréfagos), unamejoriaen la arquitecturade lapiel, unareduccién en el depdsito
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de proteinas de la MEC como la fibrina, la coldagena | y la colagena lll. Estas respuestas resultaron
en una cicatriz muy reducida en comparacién con las heridas controles. Contrariamente, cuando
se adicionade manera exdgena TGF-B1 o TGF-B2, el depdsito de la MEC aumenta en las primeras
etapas de la cicatrizacién lo que genera una cicatriz. Al inverso, cuando se adiciona TGF-B3 ala
herida se reducen notablemente los monocitos y los macréfagos, disminuye la sintesis de la
fibronectina, lacolagenalyla coldgenalll que resultaen unanotable mejoraenla arquitectura de
la piel que se asemeja a la normal **.

Heridas incisionales realizadas en humanos con diferentes grados de profundidad, han
demostrado un perfil de expresién diferente con respecto a los factores fibrogénicos. Cuando se
realizaron heridas profundas, se presentaron sintomas de una cicatrizacién hipertréfica; el epitelio
engrosado, fibras de coldgena muy gruesas, hipercelularidad y un aumento en los vasos
sanguineos. También se encontré una disminucidén en la concentracién de decorina y
fibromodulina en los fibroblastos de la capa profunda y un aumento en la expresién del TGF-f1
mientras que los niveles del TGF-B3se ven abatidos. Contrariamente, en las heridas superficiales,
se encontrd una reparacidon con una minima cicatriz, los fibroblastos expresaron mayores niveles
de decorinay el TGF-B3 se expresé en los fibroblastos subyacentes a la membrana basal y en los
queratinocitos basales del epitelio. Similarmente a las heridas fetales que sanan sin cicatriz,

.7 s . . .z 63
también se mostrd un incremento enlos niveles de expresion del TGF-3 7.
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Modelo de Regeneracion en la Oreja de Raton.

En 1998 se reporté por primera vez un modelo de regeneracién en la oreja de ratén en la cepa
Murphy Roths Large (MRL). Cuando se realizaron perforaciones de dos milimetros (2mm) de
didmetroenlasorejasde losratones MRL se observé que después de 30 dias pos-perforacidn, las
orejas de la cepa MRL cierran por completo la herida a comparacién de los ratones de la cepa
B6°*.Estudios posteriores sobre la regeneracion de la oreja de ratén revelaron que algunas cepas
comunes tienen capacidad regenerativa en la oreja, pero esta se observa solo a una edad
avanzada; por ejemplolas cepas B6y BALB/calos 9y 7 meses de edad, respectivamente, cierran
sus heridas porun proceso regenerativo, principalmente en las hembras. Al hacer un comparativo
histolégico de las orejas de losindividuos adultos de la cepaB6 y de individuos jévenes de la cepa
MRL, se observala presenciade un blastemade regeneraciéon similar al que presenta los anfibios
al regenerar sus extremidades. Estas cepas regeneran todos los tejidos de la oreja: el cartilago, las
glandulas sebaceas, ladermis, los vasos sanguineos y los foliculos pilosos. Inclusive en los ratones

de la cepa B6 que presentan pelaje negro se observé la generacion de melanocitos® (Imagen.7).

Day 0 Day 32

2-month-old MRL

9-month-old B6

Imagen.7. La oreja de ratén de la cepa MRL de 2 meses de edad a los 32 dpp cierra en su totalidad la herida. La oreja

del raton B6 de 9 meses de edad, logra cerrar la herida a los 32 dpp. Ellen Heber-Katz. 1999
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Planteamiento del problema.

En el laboratorio se ha observado que la cepa de ratones no consanguinea, CD1, presentan
respuestas regenerativas limitadas que dependen de laedad cundo se realiza una herida excisional
enlas orejas. Cuandolaperforacion esrealizadaenindividuos jovenes de 2 meses de edad no se
muestra un cierre de la herida, sino una cicatrizacion en los bordes de esta, cuando se realizan
estas perforaciones en individuos de 9 meses de edad, el cierre de la herida es mayor y se
observan respuestas regenerativas limitadas, tal como la formacion de nuevo cartilago y anexos
cutdneos. Por otra parte, se conoce que al adicionar de manera exégena TGF-B3 en heridas
incisionales enel dorsodelratén, se acelera la reparacién y hay una disminucién en la formacién
de la cicatriz. Ademas, en embriones, la expresion del TGF-B3 es mayor y no se forma tejido
cicatrizante. Sinembargo, no se conoce que procesos regenerativos son regulados directamente
por el TGF-B3 vy si la expresion del TGF-B3 puede estar presente en un tejido con capacidad
regenerativa limitada. En este trabajo se evaluard la Inmunolocalizacién del TGF-B3 durante la
regeneracion limitada de la oreja del ratony se determinard el papel de este factor durante la
reparacion de heridas de espesortotal realizadas en las orejas de individuos de 2 meses de edad

de la cepa CD-1 que no regeneran.
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Hipétesis.

e Las orejas regenerantes (CD-1) expresan TGF-B3 durante todo el proceso de reparacion
promoviendo unarespuestaregenerativaque resultardenla induccién de un blastemade
regeneracién, una re-epitelizacion mas rdpida, un depdsito mas laxo de proteinas de la

MEC y una disminucién en el infiltrado inflamatorio.

Objetivo.

Evaluar la respuesta regenerativa promovida por el TGF-3 durante la reparacién de una herida
excisional realizada en la oreja del ratdén y evaluar su expresién durante la cicatrizacion y

regeneracion de la oreja.
e Determinar lalocalizacién del TGF-B3durante lareparacidon de laorejade ratones macho

de 2 mesesde edad de la cepaCD-1 (no regenerante).

e Evaluarsi el factor de crecimiento transformante-beta 3 (TGF-B3) promueve la
regeneracionde heridasde espesortotal enlaorejadel raton no regenerante (ratones

macho de la cepaCD-1de 2 mesesde edad).

37



Material y Método.

Aplicacion del TGF 53 en la oreja del raton.

Se montd un modeloin vivo en donde se utilizaron machos de la cepa de ratén CD-1 con una edad
de 2 meses debido a que no presentan capacidad regenerativa. Los animales se obtuvieron del
Bioterio del Instituto de Investigaciones Biomédicas de Rehabilitacion. A los ratones se les realizd
una perforacién de 2mm de didmetro. Se establecieron tres grupos de ratones; un grupo
experimental donde se les implanto, en el borde superior de la herida, perlas de heparina
embebidas en TGF-B3, que funcionan como acarreadores y liberadores del factor, un grupo
control donde se les implanto perlas de heparina embebidas en PBS y un grupo con sélo la

perforacién.

La perforacidon en la oreja se realizaron mediante un muesquiador de 2mm de diametro, la
perforaciéon se realizo en la oreja izquierda. La colocacién del TGF-B3 se hizo por medio de la
colocacién de perlas de heparina con un didmetro de 100 a 150 um, estas se incubaron en
promedio unahora con el TGF-B3. En los ratones donde se les coloco la perla de heparina, se les
realizo una microcirugia en donde se separo el cartilago de la piel y se implanto la perla en la

cavidad generada (Imagen.8).

Para el aislamiento de laoreja, los animales se sacrificaron por dislocacidn cervical. Estas muestras
se obtuvieron en diferentes dias pos-perforacion (dpp); dia 1,3, 5, 7, 14, 21, 28 y 35 por
cuadriplicado para los tres grupos. El manejo de los animales se realizo de acuerdo a la NORMA
OFICIAL MEXICANA NOM-062-Z00-1999, ESPECIFICACIONES TECNICAS PARA LA PRODUCCION,
CUIDADO Y USO DE LOS ANIMALES DE LABORATORIO.

Las muestras obtenidas se fijaran en “Safefix” (Protocol; USA) que es una solucion fijadora

amortiguadora.
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erforacion de la oreja
Perlas de heparina/TGF-

Gldndula
Sebdcea

Foliculo
Piloso

Condrocitos

Imagen.8. Esquema de la perforacién de la oreja del raton. Cepa CD-1, A. Perforacion de 2mm de diametro en la oreja
del ratén, se muestra con una flecha roja el sitio donde se colocara la perla de heparina con rhTGF-B3, B. Perlas de
heparina embebidas con rhTGF-B3, C. Corte histolégico donde se muestra como queda la perla de heparina en el

interior de la oreja y las diferentes estructuras que compone a la oreja del ratén, D.
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Registro fotogrdfico de las orejas.

Parallevarel registro fotografico de las muestras, las orejas aisladas durante los diferentes dpp,
previamente fijadas en “Safefix” (Protocol; USA), se colocaron en una caja Petri de 15 cm de
didmetro, se fijaronaella con un adhesivo hypafix y se recubrieron con el fijador. Se prosiguié a

tomarle foto con un Microscopio Estereoscopico (ZEIZZ. Discovery. V20; GER).
Andlisis Histolégico.

Las orejas se deshidrataron en alcoholes graduales (etanol-50%, 80%, 90%, 100%) y se
almacenaron a unatemperaturade -20°C para su posteriortratamiento, o bien se prosiguio con la
inclusién de las muestras en medio de inclusién “Paraplast” (Sigma; USA) y se realizaron cortes
trasversales de 5 pm en un micrétomo (Leica; USA). Las muestras se desparafinarén y se les
realizaron diferentes tinciones: Hetaxolina & Eosina, Tricrdmica de Masson y Tincién de Herovici®.

Las muestras se analizaron y documentaron en un Microscopio dptico vertical (ZEIZZ. imager.Z1;

GER). (Imagen.9). FIJACION
[ S—
‘ Inmersién
-~
Muestra DESHIDRATACION
L] L] e -~ &
50% 80% 90% 100%

Parafina = g
J Parafina Microtomo

—

—

Histologia INCLUSION

Secciones
(5-20 pm)

Fortaobjetos

Tricrémica de Masson Hetaxolina & Eosina Tincion de Herovici
(Empaquetamiento de (Infiltrado celular y reepitelizacién) Tipos de coldgena (coldgena l y Ill)
coldgena y matrizextracelular)

Imagen.9. Representacion del procedimiento de histologia.
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Inmunolocalizacién del TGF-83 y de la SMAD 2-3 durante la regeneracion y reparacion de la

oreja del raton.

Los anticuerpos primarios que se emplearon fueron, un anticuerpo policlonal de conejo contra
TGF-B3 (Novus Biological; USA) y un anticuerpo policlonal de conejo contra Smad 2/3(Biosensis;
AUS). Los cortes histolégicos de las orejas se desparafinaron y rehidrataron con alcoholes
graduales (etanol-100%, 90%, 80%, 70%, 50%, 25%). Se bloquearon con albuminade suero bovino
al 1% en PBS/Tritdn 0.3% durante 2hrs. a temperatura ambiente. Después de este tiempo, se
incubaron con el anticuerpo primario 1:100 durante 12 a 24 hrs. a temperaturaambiente. Después
se realizaron lavados con PBS/triton 0.3% seguido de la incubacién con el anticuerpo secundario
anti-conejo acoplado con el florocromo Rojo Texas 1:1000 durante 2 hrs. Posteriormente se
realizaran lavados con PBS/Triton0.3% y se montaran en Vectashield con DAPI 1ug/ml (Vector;
USA). Las muestras se analizardn en un Microscopio Vertical con fluorescencia (ZEIZZ. imager.Z1,;

GER).
Evaluacion del TGF-63

Para evaluar el posible papel del TGF-B3 en la regeneracién de la oreja del ratdn, se analizo la
velocidad de reepitelizaciéon, la formacién de nuevos anexos cutaneos, la formacién de un
blastemade regeneraciény el tipo de empaquetamiento de lacoldgena, enlaoreja de los ratones

tratados con TGF-B3, que son rasgos caracteristicos reportados del proceso regenerativo.
Andlisis Estadistico

Se realizo una prueba de ANOVA unidireccional parala comparacion entre grupos, la P <0.05 fue
considerada estadisticamente significativa, los datos se presentan como las medias con barras de

error que indican el error estandar de la media.
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Resultados.

Para ver el efecto del TGF-B3 aplicado de manera exégena en una herida de espesor total en la

orejade ratdn, se utilizaron 96 animales en total, se dividieron entres grupos y las observaciones y

analisis fueron porcuadriplicado paralos dias 1, 3, 5, 7, 14, 21, 28 y 35 post perforacion. El grupo 1

fue el control negativo y consistié de ratones a los que se les perford solamente las orejas, el

grupo 2 o control positivofue conformado porratones con orejas perforadasy perlasde heparina

implantadas y el grupo tres o experimental, estribd en ratones con orejas perforadas y tratadas

con perlas de heparina embebidas con TGF-p3.

Se llevo un registro fotografico de las orejas a los diferentes dpp de los tres grupos. En el

aspecto macroscépico delas heridas se puede notar que las perforaciones del grupo experimental

mostré un cierre a partir de los 14dpp y 21dpp, que se evidencié notablemente a los 35dpp a

comparacion de los dos controles (Fig.1).

Control/ Perforacion

Control
Perforacion + Perla

TGF-Beta 3

Fig.1. Orejas de ratones perforados
con implantes de perlas de Heparina
y tratados con rhTGF-B3 durante los
diferentes dias posperforacion. El
grupo control con Unicamente la
perforacion corresponde a A, D, Gy J.
El grupo control con perforacion y
perla de Heparina corresponde a B,
E, H y K. Las orejas tratadas con
rhTGF-B3 corresponden a C, F, | y L.
A-C corresponden al dia 1, D-F al dia
7, G-l1al dia 14 y J-L al dia 35.
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Semidid el dreade laheridaenlostres grupos durante los diferentes dias pos-perforacion (dpp).
El grupo control con perforacién mostrd un ligero aumento en el drea de la herida evidenciada a
los 7 dpp. De los 14 dpp, hasta los 35 dpp, el 4rea de |a herida disminuyd aproximadamente 1 mm?®
(25%) (Fig.2A). Los animales control con perforacidn + perla mostraron un comportamiento similar
en el cierre de la herida alos controles con perforacion, suincremento maximo en el dreade la

heridafue de 4.7 mm?a los 7dpp v a partir de ese tiempo el dreade |a herida disminuyé (Fig. 2B).

El grupo experimental mostré un aumento en el area de la herida similar a los grupos

. ;2 2
controlesalos 7 dpp, sinembargo, estd dreafue menorcon respectoalos controlesen0.5mm~. A
partir de los 21 dpp se mostré un cierre significativoen el dreade laheridahastalos 35dpp en mas

del 50%(Fig.2B).

A Comparacion del cierre de la herida entre el grupo B Comparacion del cierre de la herida entre el grupo
experimental y control con perforacion experimental y control con perforacion + perla
6 6
5.5 — 55 :
- 5 T 5 L
~ _ T (]
g 45 — E 45 _ - T
£ AT A | E ! AR S |
< 4 /__ 4
T - - T
835 3 g 3 E 35 /
E 3 p  =—e—dreabxp [ & 3 _ 4 + l\A —4—drea Exp
825 — - - —@—3rea CN £ 35 - =—@=—Area CP
s 2 N\ T <, ™ T
i) m
@15 * g 15
< L < 1 |
0.5 0.5
0 0
1 3 5 7 14 21 28 35 1 3 5 7 14 21 28 35

Fig.2. Graficas que compara el dreadel cierre de la herida en ratones controles con perforacion (CN)y el grupo experimental (Exp). Se muestra que

hubo una disminuciénreducida en eldreade la herida en el grupo tratadocon TGFf 3, A. Grafica en el que se compara el dreadel cierre de laherida

en ratones controles con perforacidn+perlas de heparina implantadas (CP) y el grupo experimental (Exp). Se muestra que hubo unadisminucién

reducida en el dreade laherida en grupo tratado con TGF-f} 3, B. con una P <0.05

Fig.3. Cortes transversales de la region de
la herida de las orejas de ratones
perforados, perforados con implantes de
perlas de Heparina y tratados con rhTGF-
B3 durante los dias 14, 28, 35
posperforacion, donde se muestra el
crecimiento apical del nuevo tejido.
Amplificacion de todas las fotografias a
200x.

" Control TGF-Beta 3
Perforacion + Perla
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Analisis histoldgico.

Los cortes histolégicos de las orejas de los tres grupos se tifieron con Hematoxilina & Eosina para
evaluar el infiltrado celular y la reepitelizaciéon, con Tricrémica Masson para evaluar el
empaquetamiento de la coldgena y de la matriz extracelular y con Tincion de Herovici para
determinarel tipo de colagenasintetizada (coldgenaly Ill). En el dia 1 pos-perforacién se observd
que en todos los grupos, tanto controles como en el experimental se presentd un evidente

infiltrado celular en el borde de la herida (Fig.4 A-C. Fig. 5 A-C).

Altercerdia, el grupo experimental presentd unareepitelizacién completaya que cubridé en
su totalidad a la herida y un infiltrado celular casi ausente (4/4). El grupo control con orejas
perforadas + perla de heparina presentd una reepitelizacién completa en 2 de 4 animales,
mientras que el infiltrado celular, aun que disminuyd, alun se hizo presente (4/4) (Fig.4E-F). En el
grupo con sélola perforacién, la epitelizacion no se completd observdndose un engrosamiento en
los bordes de la herida. El infiltrado celular aun se presenté abundante en 4 de 4 casos. (Fig.4D,

5D).

A los 5dpp, el grupo de animales con perforacion + perla presenté engrosamiento del
epiteliosdlo en 1 de 4 casos, mientras que en el experimental se observé un engrosamiento del
epitelio en 3 de 4 casos (Fig. 4H, 1). En el grupo control con sélo perforacién se observé una
reepitelizacién completa (3/4) (Fig. 4G). El empaquetamiento de las fibras de coldgena y de la
matriz extracelularfue laxoenlapuntade laheridade los tres grupos analizados, mientras que la

matriz se presentd empaquetada en las regiones laterales de la dermis (Fig. 5G-l, 6 G-I).
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1dpp

3 dpp

5 dpp

7 dpp

Control / Perforacion Control TGF- Beta 3
Perforacion + Perla
Fig.4. Tinciones Histoldgicas con Hematoxilina & Eosina de cortes transversales de la region de la herida de las orejas

de ratones perforados, perforados con implantes de perlas de Heparina y tratados con rhTGF-8 3 durante los primeros

siete dias pos-perforacion. El grupo control con Unicamente la perforacion corresponde a A, D, G y J. El grupo control
con perforacion y perla de Heparina corresponde a B, E, H y K. Las orejas tratadas con TGF-f3correspondenaC, F, 1y

L. A-C corresponden al dia 1, D-E al dia 3, F-H al dia 5 e I-K al dia 7. Amplificacion de todas las fotografias a 200x.
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5 dpp

7 dpp

Control / Perforacion Control TGF- Beta 3
Perforacion + Perla

Fig.5. Tinciones Histoldgicas con Tricromica de Masson de cortes transversales de la region de la herida de las orejas
de ratones perforados, perforados con implantes de perlas de Heparina y tratados con rhTGF-B3 durante los primeros
siete dias pos-perforacion. El grupo control con Uinicamente la perforacion corresponde a A, D, G y J. El grupo control
con perforacion y perla de Heparina corresponde a B, E, H y K. Las orejas tratadas con TGF-B3 correspondena C, F, | y

L. A-C corresponden al dia 1, D-E al dia 3, F-H al dia 5 e I-K al dia 7. Amplificacion de todas las fotografias a 200x.
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Control TGF- Beta 3
Perforacion + Perla

Fig.6. Tinciones Histolégicas con Herovici de cortes transversales de la region de la herida de las orejas de ratones
perforados, perforados con implantes de perlas de Heparina y tratados con rhTGF-B3 durante los primeros siete dias
pos-perforacion. El grupo control con tnicamente la perforacion corresponde a A, D, G y J. El grupo control con
perforacion y perla de Heparina corresponde a B, E, H y K. Las orejas tratadas con TGF-B3 correspondena C, F, |y L.

A-C corresponden al dia 1, D-E al dia 3, F-H al dia 5 e I-K al dia 7. Amplificacion de todas las fotografias a 200x.
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A los 7dpp, se observé, interesantemente, en el grupo experimental, la presencia de anexos
cutdneos en los bordes de la herida (2/4) 6 en el 4rea de la herida (2/4)(Fig. 7A-B). El epitelio se
mostré engrosado(3/4) (Fig.4L) y lamatriz extracelularsubyacentealaherida presenté una matriz
extracelular muy laxa, sin presencia de colagena madura evidenciada por la falta de tincién
evaluada por Tricrdmica de Masson y Herovici (2/4) (Fig. 5Ly 6L). En un solo caso de control con
perforacidon +perlase mostré indicios de laformaciéon de un foliculo piloso (Fig.4k) y similarmente
al grupo experimental, pero en menor grado, se observd el establecimiento de una matriz
extracelularlaxa (Fig.6K). El control con perforacidon no presentd anexos cutaneos en la regién de
la herida y, similarmente al grupo experimental y control positivo, el epitelio se evidencid

engrosado con una matriz laxa subyacente (Fig. 4) y 6J).

Fig.7. Tinciones Histolégicas con Herovici, Hematoxilina & Eosina y Tricrémica de Masson de cortes transversales de

la region de la herida de las orejas de ratones perforados, tratados con rhTGF-B3 durante el dia siete pos-perforacion.
A, B y C corresponde a las orejas tratadas con TGF-B3 que muestran formacion de nuevos anexos cutaneos en la area

la herida .Amplificacion de todas las fotografias a 200x y 1000x.
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A los 14dpp, el grupo control con orejas Unicamente perforadas reveld un epitelio engrosado
(3/4), con una matriz extracelular aun laxa sin un evidente empaquetamiento de las fibras de
colagena (Fig. 8A, 9A y 10A). En el grupo control con perforaciéon + perla, se encontré un
engrosamiento del epitelio en 2 de 4 animales y similarmente al control negativo, la matriz
extracelularse evidencié laxo (Fig. 8B, 9B y 10B). Tomando como referencia al cartilago amputado
como el puntodeiniciode elongacidn, en el grupo experimental se observé un mayorcrecimiento
de tejido nuevo 6 crecimiento dermal (4/4), (Fig. 8C, 9C y 10C). Notablemente, se evidencio el
establecimiento de un blastemade regeneracidn en el tejido nuevo, con gran cantidad de células
embebidas en una matriz extracelular laxa con la incipiente presencia de coldgena tipo Il como
puede evidenciarse por la tincidon de Herovici. El blastema se localizé subyacente a un epitelio

todavia muy engrosado (4/4) (Fig. 9Cy 10C).

A los 21 dpp, el grupo experimental presentd un blastema de regeneracién con una matriz
extracelular mas densa con abundantes fibras de colagena tipo Ill (Fig. 10F). Se evidencid en la
punta del cartilago seccionado agregaciones al parecer pre-cartilaginosas y también la presencia
de anexos cutdneos bien desarrollados (Fig. 9F). El epitelio de la herida se observé adelgazado,
aunque sin llegar a un grosor normal (3/4) (Fig. 8F). Los dos grupos control presentaron un
epitelio ligeramente engrosado, con una extensiéon dermal con una matriz en general
empaquetada, en algunos casos con presencia de colagena lll (Fig. 10D y E)., no se observd la
presenciade anexos cutdneos enlaregion de la herida ni tampoco agregados pre-condrogénicos

(Fig.9DyE).
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Control / Perforacion Control TGF-Beta 3
Perforacion + Perla

Fig.8. Tinciones Histoldgicas con Hematoxilina & Eosina de cortes transversales de la region de la herida de las orejas
de ratones perforados, perforados con implantes de perlas de Heparina y tratados con rhTGF-B3 durante los dias 14,
21, 28 y 35 pos-perforacion. El grupo control con Unicamente la perforacion corresponde a A, D, G y J. El grupo control
con perforacion y perla de Heparina corresponde a B, E, H y K. Las orejas tratadas con TGF-B3 correspondena C, F, |y

L. A-C corresponden al dia 1, D-E al dia 3, F-H al dia 5 e I-K al dia 7. Amplificacion de todas las fotografias a 200x.
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A los 28dpp el grupo experimental presenté una elongacién dermal mds extensa caracterizada por
presentar un drea central cercana al cartilago con una matriz laxa rodeada por una matriz mas
densa de coldgena tipo Il y coldgena tipo | en la periferia observada por la tincion de Herovici
(4/4). En un caso se presentd la formacion de un islote de cartilago rodeado de agregaciones
celulares (Fig. 91). Anexos cutaneos claramente desarrollados se localizaron en el nuevo tejido
dermal 3/4 (Fig. 8l). El grupo control con perforacién + perla presentd un epitelio de la herida
adelgazado, igual al epitelio estratificado que rodea a toda la oreja, cubriendo la elongacién del
nuevo tejidodermal,menoral del grupo experimental (4/4) (Fig. 8H). Se observé la presencia de
anexos cutaneos poco desarrollados (2/4) y en un caso se evidencié una agregacion celular poco
densa alrededor del cartilago amputado (Fig. 9H). Una abundante matriz extracelular se hizo
presente con fibras de coldagenatipo |l densamente empaquetadas rodeando a una matriz reticular
compuesta de colagena tipo Il (Fig. 10H). En el grupo control con perforacién, hay apenas un
crecimiento de tejido nuevo (Fig. 8G), sin presentar anexos cutaneos y con una matriz altamente

empaquetada con presencia de colagena tipo |, similar a una cicatriz (Fig. 10G).

A los 35dpp, el grupo control con sélo la perforacién no presentd crecimiento de tejido
nuevo ni presencia de anexos cutaneos (Fig. 8J), las fibras de coldgena se encontraron densamente
empaquetadas, compuestas principalmente de colagena tipo | aunque con presencia de colagena
tipo Illl en los bordes de la herida (Fig. 9J, 10J). En general se observé una agregacion celular
reducida alrededor del cartilago dafiado (Fig. 10J). En el grupo control con perforacién + perla se
observoé unligero crecimiento de tejido nuevo asi como la presencia de anexos cutdneos aislados
(Fig. 9K). Agregaciones celulares reducidas se hicieron presentes junto al cartilago amputado (Fig.
8K). El epitelio se encontré muy adelgazado, con un grosor igual al resto del epitelio que rodea al
restodela oreja (Fig. 8K). En general, la matriz extracelular densamente empaquetada presentd
fibras de colagena tipo | correspondientes a las de una cicatriz (Fig. 9K y 10K). El grupo
experimental presentd un considerable crecimiento del tejido nuevo (3/4) (Fig. 8L). Debido al
incremento en el empaguetamiento de la matriz extracelular, se puede considerar una ausencia
del blastemade regeneracion, aunque la matriz mostré una mayor cantidad de fibras coloreadas
de color azul con la técnica de Herovici, indicando mayor presencia de colagena lll (3/4) (Fig. 9Ly
10L). En unsdlo caso se presentd un epitelioaln engrosado en el borde de la herida (Fig. 8L) y, en
general, proximalmenteal epitelio reparado se observé la presencia de anexos cutaneos (Fig.9Ly

10L).
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S ies. hoF

Control / Perforacion Control TGF- Beta 3
Perforacion + Perla

Fig.9. Tinciones Histoldgicas con Tricromica de Masson de cortes transversales de la regién de la herida de las orejas
de ratones perforados (control) (A, D, G, J), perforados con implantes de perlas de Heparina y tratados con rhTGF-$3
durante los dias 14, 21, 28 y 35 pos-perforacion. El grupo control con Uinicamente la perforacion corresponde a A, D, G
y J. El grupo control con perforacion y perla de Heparina corresponde a B, E, H y K. Las orejas tratadas con TGF-B3
corresponden a C, F, | y L. A-C corresponden al dia 1, D-E al dia 3, F-H al dia 5 e I-K al dia 7. Amplificacion de todas las

fotografias a 200x.
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14dpp

21dpp

28dpp :

35dpp

Control / Perforacion Control TGF- Beta 3
Perforacion + Perla

Fig.10. Tinciones Histolégicas con Herovici de cortes transversales de la region de la herida de las orejas de
ratones perforados, perforados con implantes de perlas de Heparina y tratados con rhTGF-B3 durante los dias 14,
21, 28 y 35 posperforacion. El grupo control con Unicamente la perforacion corresponde a A, D, G y J. El grupo
control con perforacion y perla de Heparina corresponde a B, E, H y K. Las orejas tratadas con TGF-B3
corresponden a C, F, | y L. A-C corresponden al dia 1, D-E al dia 3, F-H al dia 5 e I-K al dia 7. Amplificacién de todas

las fotografias a 200x.
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Localizacidn y Distribucién del TGF-B3

Para detectarlalocalizaciény distribucion del TGF-B3, se realizaron inmunofluorescencias en los

tres grupos.

La localizacién del TGF-B3 se reconoce en color rojo y los ntcleos celulares de color azul. La
presencia del TGF-[33, fue principalmente celular. En el dia uno pos-perforacién, en el grupo
experimental se observa claramentelapresenciadel TGF-B3 a diferencia de los grupos control. El
TGF-B3 se localizé evidentementeen el epitelio adyacente a la heriday en las células estromales
cerca de laherida(2/2) (Fig. 11C). En los dos grupos controles no se observd la expresién del TGF-
B3 entodosloscasos. Esta ausenciadel TGF-B3 persistid durante los primeros siete dias evaluados

(Fig. 11).

En el grupo experimental, al dia 3 pos-perforacién, se puede evidenciar la localizacion del
TGF-B3 no soloenel borde de laheridasino también masalejadaa esta en laregidn de la dermis.
La presencia del TGF-B3 se mantuvo en las capas externas del epitelio y en un caso de dos, se

observd en varias células cercanas al cartilago (Fig. 11F).

En el dia 7 pos-perforacién, se observé unaaltapresenciade células positivasaTGF-B3 en la

dermis subyacente ala herida, que disminuyeron alos 14y 21 dpp (Fig. 111, 12Cy 13 B).
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1dpp

3dpp

7dpp

Control / Perforacion Control TGF- Beta 3
Perforacion + Perla
Fig.11. Inmunofluorescencia de cortes transversales de la region de la herida de las orejas de ratones perforados,

perforados con implantes de perlas de Heparina y tratados con rhTGF-B3 durante los primeros siete dias pos-
perforacion. El grupo control con Unicamente la perforacion corresponde a A, D y G. El grupo control con perforacion y
perla de Heparina corresponde a B, E y H. Las orejas tratadas con TGF-B3 corresponden a C, F y I. A-C corresponde al
dia 1, D-F al dia 3, G-I al dia 7. Amplificacion de todas las fotografias a 200x. Nucleos de células color azul, localizacion

del TGF-B3 rojo.



A los 14dpp, en los tres grupos analizados se observod la expresion del TGF-33, aunque en menor
grado en el grupo control con sélo la perforacion, en varias células cercanas al borde de la herida
(Fig. 12A-C). Esta expresion celular disminuyd en todos los grupos a los 21 dpp y
subsecuentemente (Fig. 13A y B). Estos datos indican que el TGF-B3 aplicado exégenamente

indujo la expresidn de esta misma proteina, por lo que se regula positivamente.

A B C
14 dpp
Control /perforacion TGF- Beta 3

Fig.12. Inmunofluorescencia de cortes transversales de la region de la herida de las orejas de ratones perforados,
perforados con implantes de perlas de Heparina y tratados con rhTGF-B3 durante el dial4 dias posperforacion. El
grupo control con Unicamente la perforacion corresponde a A. El grupo control con perforacion y perla de Heparina
corresponde a B y D. Las orejas tratadas con TGF-B3 corresponden a Cy E. Amplificacion de las fotografias A, By Ca
200x, D y E 100x. Nucleos de células color azul, localizacién del TGF-B3 rojo.



21 dpp

/

Control TGF- Beta 3
Perforacion + Perla
Fig.13. Inmunofluorescencia de cortes transversales de la region de la herida de las orejas de ratones perforados,

perforados con implantes de perlas de Heparina y tratados con rhTGF-B3 durante el dia 21 dias posperforacion. El
grupo control con perforacion y perla de Heparina corresponde a A. Las orejas tratadas con TGF-B3 corresponden a B.

Amplificacion de todas las fotografias a 200x. Nucleos de células color azul, localizacion del TGF-B3 rojo.
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Se realizo lainmunofluorescencia de la proteina Smad 2/3 que transducen la sefial del TGF-f3 en
sus células blanco. Lapresenciade laSmad 2/3 sdlo se observd en el grupo experimental dondesse
colocode maneraexdégenael TGF-B3. A partir del dia 3 pos-perforaciénse observd la presendade
las Smads entodo el epitelio adyacente alaherida(2/3). Alos 7 dpp las Smads 2/3 permanecieron
fuertemente expresadas en el epitelio (3/3) y en algunas células del cartilago (1/3) (Fig. 14Ay B).
Alos 14 dpp, practicamente se abatid la expresidon de Smad 2/3, evidencidandose sélo en algunas

células superficiales del epitelio de la herida (3/4) (Fig. 14C). Estos datos sugieren quela

sefializacidn del TGF-Bdependiente de las Smads podria ser ejecutada en las células epiteliales.

TGF-Beta 3/ SMAD 2/3

3 dpp 7 dpp 14 dpp

Fig.14. Inmunofluorescencia de cortes transversales de la region de la herida de las orejas de ratones perforados,
perforados con implantes de perlas de Heparina y tratados con rhTGF-B3. Las orejas tratadas con TGF-B3/SMAD 2/3
corresponden a A, B y C. Corresponde al dia 3, A,al dia 7, B y al dia 14. C. Amplificacion de todas las fotografias a

200x.Nucleos de células color azul, localizaciéon de la proteina Smad 2/3 rojo.
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Discusion.

Los resultados obtenidos de la aplicacidon exégena del TGF-B3 en una perforacion de 2mm de
didmetroenlaorejade raténen una cepaque no regenera, demostrd que reduce la cicatrizacion

Yy que promueve una respuesta regenerativa. La aplicacion exdgena del TGF-B3 aumentod el

depdsitode colagenalllyla disminucidn de colagena |l y promovid una rdpida re-epitelizacion en
las primeras etapas de la cicatrizacion. Los efectos observados en el trabajo son similares cuando
se aplicaTGF-B3 en heridasincisionales en rata con respecto al depdsito, mejor organizado, de la
matriz extracelular asi como la disminucién del infiltrado celular inflamatorio correspondiente a
los monocitos y macréfagos®. La disminucion del depdsito de coldgenal en la heridas tratadas
con TGF-B3 en laorejasde ratdn, es parecidoaloque ocurre en las heridas embrionarias, que se

. , . . .7 . . 55,57
correlacionaademads con una disminucién en larespuesta inflamatoria™

.Enlos grupos controles
se observé una re-epitelizacion completa a los 5dpp, dos dias después que en el grupo
experimental. Esto sugiere que el TGF-B3 estd involucrado en la rapida re-epitelizacion de la
herida. Sin embargo, estudios realizados con ratones knockout del receptor Il para TGF-j3
(Tefbr2dermalKO) mostraron una rapida re-epitelizacion asi como un incremento en la
proliferacion y la migraciéon de los queratinocitos adyacentes a la herida®®. Estos resultados
también se asemejaron arealizar heridas excisionales en el dorso del ratédn Knockout para Smad-
3%, Debido a que estos resultados coinciden con experimentos in vitro en los que el TGF-B1 inhibe
la proliferacién de los queratinocitosy, aque se han evaluado en heridas realizadas en organismos
adultos donde los niveles de TGF-B1 son altos, se ha sefialado al TGF-f1 como responsable de
inhibir la reepitelizacion®. Ademas, a pesar de compartir los mismos tipos de receptores vy la
misma cascada de sefializacionintracelular, ha sido claramente demostrado el efecto diferencial
qgue en la respuesta de reparacién tiene el TGF-B1 y el TGF-B3. Se ha reportado en heridas
embrionarias que el TGF-B3 promueve la proliferacion de los queratinocitos y una rapida re-
epitelizacion, ademas de promover lasintesis de colagenallll. EI TGF-B3 en heridas embrionariasse
encuentraelevadoy en heridas en adultos se encuentraa niveles bajos®. Contrariamente, el TGF-
B1 inhibe la proliferacién de los queratinocitos y la re-epitelizacion, promueve la sintesis de
multiples componentes de la matriz extracelular, principalmente coldgenal, que son necesarios
para la cicatrizacion, ademas de estimular la proliferacién de fibroblastos y en heridas

embrionarias, el TGF-Blesta muy reducido adiferenciade las heridas en adultos que se encuentra

aniveles altos”’.
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Al dia 7dpp el grupo experimental a diferencia de los grupos controles mostraron la presencia de
anexos cutaneos en la regién de la herida. La formacién de anexos cutaneos es considerada una
caracteristica regenerativa, yaque las heridas que resultan en unacicatriz carecen de estos. Estos
resultados sugieren que el TGF-B3 promueve laformacién de nuevos anexos cutdneos de manera
similar a lo que ocurre con los embriones que pueden tener una restauracion completa de la
estructurade la piel dafaday unadistribucién normal de foliculos pilosos y gland ulas sebaceas al
sertratada con TGF-B3°. Al parecer el TGF-B3 solo promovié la formacién de foliculos pilosos, ya
gue fueron incapaces de mantenerse en los dias subsecuentes después de la formacién de la
herida, debidoaque nose observé lapresenciade estos en etapas posteriores después del dafio.
El ciclodel pelose divide en tres fases, lafase anagena, cuando se formael foliculo pilosoy el pelo,
la fase catagena que se refiere al mantenimiento del foliculo piloso y el pelo y la fase telogena
que escuando el peloesliberado e indicaelinicio de un nuevo ciclo®’. Probablemente el TGF-B3
puede estar contribuyendo solo en la primera fase ya que después de los 7dpp el foliculo piloso
qgue se forma no se mantiene y nose vuelve aobservaen el sitio de aparicion, esto nos indica que
se requieren otros factores de crecimiento o moléculas que sean capaces de mantener a los
nuevos anexos cutdneos como el IGF es un factor de crecimiento que promueve laformaciény el
mantenimiento de los anexos cutdneos. Se ha observado que ratones transgénicos adultos que
sobreexpresan IGF especificamente enlos queratinocitos, promueven laformacién y morfogénesis
de foliculos pilosos y los mantienen durante las tres etapas del ciclo, principalmente en la fase

anagenay catagena®.

El indicio de un blastemade regeneracion se presenta en el dia 7dpp en el grupo donde se
colocd de maneraexdgenael TGF-B3. En este tiempo se presentd un epitelio engrosado, similara
la capa ectodérmica apical que en anfibios se requiere para la formacidon de un blastema de
regeneracion®. En ratones B6 de seis meses de edad y ratones MRL de dos meses de edad que
regeneran la oreja presentan evidencia de un blastema de regeneracién a los 6 dias pos
perforacion ®. Estoindicaque el TGF-B3ayudaa promoverun blastema de regeneracion similar a
las cepas de ratén que regeneran. A los 14 dpp el blastema de regeneracidn se ve claramente
desarrollado entodala parte del nuevo tejido formado. Esto se pude distinguir por la poca tincién
de la elongacién epidérmal, subyacente aun epitelio bastante engrosado. La regién del blastema
se caracterizé ademas de un depésito de coldgenatotalmente laxo. Similar para el caso especifico
del anfibio trituruscristatus, donde el blastema de regeneracion que se forma después de una

amputacion a los dias 10 y 14 alcanza un tamafio distinguible®, el blastema formado en las orejas
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tratadas con TGF[-3 fue también muy evidente en este tiempo, es decir a los 14 dias pos-
perforaciéon. A los 35 dpp, la elongacién epidérmal presentd una matriz extracelular aun laxa al
compararse con los controles, indicando que esta regidn aun presentd un rasgo caracteristico del
blastema de regeneracién en las orejas tratadas. Estos resultados sugieren que el TGF-3
mantiene el blastema, pero no fue capaz, en estos experimentos, de promover su crecimiento
para inducir el cierre de la perforacidn, posiblemente a la falta de otras sefiales que pudieran
contribuira este fendmeno. Se hareportado que la sefializacién mediada por TGF-B promueve la
formaciény mantenimiento del blastemade regeneracion de la extremidad del ajolote, ya que al
ser inhibida esta sefial por un farmaco especifico la regeneracidon de la extremidad se ve
interrumpida®. Estos resultados y los presentados en este trabajo indican que la sefializacion del
TGF-Bs estd involucrada estrechamente en la induccién y la formacién del blastema de

regeneracién en mamiferos.

En lostres grupos de estudio se presentaron agregaciones celulares alrededor del borde del
cartilago donde se realizdé la herida inicialmente, estas agregaciones celulares al parecer
corresponden acondrocitos que se empiezan ajuntarse paraformarnuevo cartilago, sin embargo,
la respuesta condrogénica varié entre los grupos, siendo el grupo tratado con TGF-B3 el que
presentdé estas agregaciones celulares de maneramas rapiday desarrollada, yaque desde el dia21
pos-perforacion estas agregaciones fueron evidentes, manteniéndose y desarrollando nuevo
cartilago hasta los 35 dias. En los dos controles, aunque estas agregaciones celulares pueden
observarse desde el dia 28 pos-perforacién, no fueron prominentes ni se desarrollaron a
condrocitos. Para corroborar si estas agregaciones celulares corresponden a células pre-
condrogénicas se podria evaluar la expresidon de col2 6 sox9 que son marcadores de este tipo
celular®®. Hay evidencia clara de que la via del TGF-B induce la condrogénesis. Estudios
experimentales en los que se implantaron perlas embebidas con TGF-B1 en el espacio
interdigital en la extremidad del embriéon de pollo, mostraron que el TGF-B1 indujo la
formacién de un nuevo digito, promoviendo la formacién de nuevo cartilago a las 20h.
Estos experimentos mostraron que el TGF-B es capaz de disparar una cascada molecular que
resultaenlaformaciéndel dedo ectdpicoinduciendo laexpresién de sox9, sox8 bmprlb, agrecano
y coldgena II”*. Ademds, Células madre mesenquimales (MSC) derivadas de médula dsea
tratadas con TGF-B3 fomentaron su diferenciaron hacia el linaje condrogénico a través de

ERK1/2 activando la expresién de agrecano, Sox9y coldgena I1”3.
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A diferencia del grupo experimental los grupos controles tendieron a sintetizar y depositar
coldgena empaquetada que resultd en una cicatriz. Aunque inicialmente la sintesis de coldgena
presentd un patrdn reticular y laxo, a los 28 dpp su depdsito fue mas denso, finalizando en una
matrizdensamente empaquetadaricaen colagenatipo|l, observadaa los 35 dpp. Contrariamente,
el grupo experimental mantuvo el depdsito de una matriz extracelular mas laxa con un patrén
reticular fino correspondiente a coldgena tipo Ill. Este comportamiento fue muy similar a la
reparacion de las heridas fetales que no generan cicatrices, en donde la coldgena se deposita
rapidamente en un patrén reticular fino indistinguible de la piel sana’®. En contraste, las heridas
de losadultos muestran unentrecruzamiento desorganizado de las fibras y un mayor deposito de

colagenatipol, lo que indicaque formaun tejido cicatrizante®.

A diferenciadel grupo que se tratd con TGF-3, que mostré expresion de este factor desde
el dia 1 pos-perforacidon en la dermis adyacente a la herida y principalmente en toda la zona del
epitelio, los grupos control no mostraron localizacién de este factor durante los primeros siete dias
evaluados. Lapresenciadel TGF-B3 en lazona de la dermis y, principalmente en la superficie del
epitelio, durante los subsiguientes dias pos-perforacion (3 y 7 dpp) en las orejas tratadas fue
similar aladistribucidn del TGF-B3 cuando se realizan heridas incisionales superficiales en adultos
humanos®® y cuando se reparan heridas embrionarias por regeneracién en donde el TGF-B3
expresadointensamente en el epitelio que rodea alaherida, estimulalarapida re-epitelizacion®”.
A los 14dpp se observé normalizada la expresién del TGF-B3 ya que los dos grupos controles
mostraron localizacidn del factor en las células estromales de la oreja del ratdn. Estos resultados
nos indican que de forma enddgena, el TGF-B3 se expresa normalmente alos 14 dpp durante la
reparacién de la oreja de ratén y que ademads algunas células son sensibles a la sefial del TGF-[33
promoviendo la autorregulacién positiva 6 incrementando la expresién de este factor al ser
aplicado exdégenamente. La estimulacién temprana de la expresion del TGF-B3 contribuyé a la
formacién de foliculos pilosos tempranos como se hamencionado anteriormente, este fendmeno
posiblemente también actle a los 14 dpp ya que la observacién ocasional de foliculos pilosos
despuésde este tiempo fue detectada enlas orejas de los grupos controles, principalmente en las
orejas control con perlas de heparina implantadas. Debido a que existe una correlacion entre la
expresion del TGF-B3y laformacién de anexos cutaneos, ademads de los experimentos de ganancia
de funcién, se propone que el TGF-B3 contribuye en la formacién de anexos cutaneos en la zona

de reparacion.
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Debido a que las R-Smads de TGF-J3 se expresaron en el epitelio durante la aplicacion del TGF-[33
essugerente pensarque laformacidn de los foliculos pilosos y la reepitelizacién acelerada pueda
estarmediada por la via de las Smads. La expresion de las Smads promovida por la aplicacion del
TGF-B3 correlacioné con los dias donde se pueden ver algunas caracteristicas de una respuesta
regenerativa como la rapida re-epitelizacion, la formacién de nuevos anexos cutdneos vy la
formacién de un blastema de regeneracién. El mantenimiento de este blastema podria ser
regulado indirectamente por la sefalizacion TGF-B/Smads a través de la interaccion epitelio
mesénquima. Las interacciones epitelio-mesénquima en la embriogénesis son consideradas
importantesyaque promueven laformacién de nuevas estructuras y la diferenciacion celular por
medio de lacomunicacidn célula-célula entre estos tejidos. Por ejemplo, durante la regeneracién
de la extremidad del ajolote es necesarialainteraccion de la AEC con el mesénquima subyacente

. . . 4.6
para inducir la formacién del blastema™".

Aunque laheridano cerro completamente, el mayor crecimiento de laextensiéon dérmicaen
las orejas tratadas con TGF-P3 reflejé una disminucién significativa en el cierre de la herida con
respectoa los grupos controles. Lasefializacion del TGF-[33 a través de las Smads podria contribuir
a este mejorcierre. Heridas excisionales realizadas en las orejas de ratones knockout de Smad3
incrementaron dramaticamente el drea de la herida debido a un incremento en la sintesis de
elastina, inhibicidon de la contraccién e incremento en la actividad de las metaloproteinasas’*. De
tal manera se puede suponer que la aplicacién exdégena TGF-[3 estaria activando la via de las
Smads, aumentando las fuerzas de tensidn al controlar la sintesis de las fibras de elastina y

promoviendo lacontraccidon de laheridamediada porlos miofibroblastos. Estos resultados indican

que la sefializacién TGF-3/Smad3 contribuye al cierre de la herida en la oreja del ratén.

Por otra parte laaplicacion exégenadel TGF-B3 enlarespuestaque haysobre la reparacion
en la oreja del ratén puede estar mediada no solo por la via de las Smad si no también vias
independientes de las Smads puede intervenirlaviade sefializacién de las MAPK cinasas, activada
por ERK 1-2 y p38. Se ha reportado que el TGF-By las MAPK activadas pueden convergerjunto con
las Smad en un efecto directo de los receptores del TGF-P. Las vias mas destacadas de las MAPK
puedenserpormediode MKK4, INKy p38. In vitro, las Smad activadas pueden asociarse con c-Jun
o complejos de ATF2 por medio de la activacion de JNK o p38 que median la respuesta

trascripsional. Los sitios de fosforilacion de las Smad por medio de JNK no sean identificado aun.
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La aplicacidon del TGF-B3 por medio de perlas de heparina como acarreadores, es un modelo que
proporciona ventajas debido a que no se requiere de una gran cantidad del factor para su
aplicaciony se puede versus efectos especificamente de manera local. La aplicacion de las perlas
de heparinaembebidasen factores de crecimiento es muy empleada en estudios del desarrollo,
por ejemplo para estudiar los mecanismos moleculares del desarrollo de las extremidades en
vertebrados. Ademas, estudios en los que se implantaron perlas embebidas en FGF-2 se ha
demostrado la formacién del blastema en extremidades desnervadas en la salamandra y para
inducir la regeneracién de las extremidades en Xenopus®. Estos datos validan el uso de este
método para el estudio de la participacién de varios factores de Crecimiento en laregeneraciénen
mamiferos. El estudio de la regeneracion en el modelo de la oreja del ratdn en cepas que no
regeneranenunaedadjoven enbase ala caracterizacidon de cepas que si regeneran como la MRL
y la C57BL/B6°* ®°, puede permitir aclarar de manera funcional las sefiales involucradas en la
regeneracionylaidentificacién de los mecanismos regenerativos que se han perdido durante la

evolucion de los mamiferos.
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Conclusion.

La adicién exdgena del TGF-B3 en heridas de espesor total en la oreja de ratdn, induce una
respuestaregenerativaaumentando la velocidad de epitelizacién, promoviendo la formacién de

un blastema de regeneracidn, cartilago, y foliculos pilosos, ademas de regular el depdsito de la

matriz extracelular.

La localizacién de las proteinas Smads de TGF-J3 en el epitelio sugiere una participacién directa en

la reepitelizacidon y en la foliculogénesis e indirecta en el mantenimiento del blastema de

regeneracion en la dermis.
El TGF-B3 genera su propia autoinduccion para promover una respuesta regenerativa.

El TGF-B3 promueve y contribuye a la disminucién del cierre de la herida.
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Perspectivas.

Para confirmar que el TGF-B3 induce la formacién de nuevos anexos se deben analizar los
diferentes marcadores moleculares de la morfogénesis de estos tal como: Lhx2, Sox9, Tcf4, Lgr5

gue se expresan 6 durante la formacion del nuevo bulbo folicular.

Para determinar si el TGF-B3 promueve la contraccidon de una herida, se deberd realizar una
evaluacion de la contraccién por medio de geles de coldgena con fibroblastos, agregandoles

diferentes concentraciones de TGF-B3y expresidn de a-actina de musculo liso.

Evaluar la condrogenesis por medio de Sox9 y colagena Il y si depende de las Smads 6 de vias

independientes de las Smads.

Determinar que si la adiccién exdgena del TGF-B3 inhibe la expresion de citocinas como IL-1B y
TNF-a, debidoaque lainflamacién exacerbada genera unacalidad deficienteen la cicatriz y altera

laregeneracion.

Analizarlaexpresién de diferentes genes troncales como, Oct 3, Oct4, Sox2, NANOG, Msx1, en el
blastema que intervengan en la regeneracion, si se estdn apagando o prendiendo, para que se

pueda dar este proceso, comparando la cepa CD-1 que no regeneray cepa MRL que regenera.
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