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Resumen

El fotoenvejecimiento es un proceso complejo caracterizado por un conjunto de
alteraciones cutaneas inducidas por la exposicién continuada a la radiacién UV-

B y el consecuente estrés oxidativo celular.

Actualmente, la terapia celular con células madre mesenquimales (MSCs) surge
como una alternativa prometedora en la prevenciéon del fotoenvejecimiento,
gracias a su capacidad de regeneracion celular, sus propiedades pro-
angiogénicas y su proteccion frente al estrés oxidativo. Sin embargo, a pesar de
su potencialidad terapéutica, la utilizacién de MSCs no estd exenta de
dificultades, fundamentalmente relacionadas con el mantenimiento de su
viabilidad, propiedades y funcion antes y después de la implantacion in vivo.
Para hacer frente a estas limitaciones se han desarrollado distintas estrategias
de pre-acondicionamiento in vitro de las MSCs basadas, entre otras, en
incrementar la resistencia frente al estrés oxidativo mediante su exposicidon
durante un corto periodo de tiempo a bajas concentraciones de H,0,. Dicho pre-
acondicionamiento permite ademas estimular la actividad paracrina de dichas
células, la cual puede reducir los factores pro-inflamatorios y limitar el

desarrollo de fibrosis.

En este trabajo hemos demostrado, en primer lugar, que las células madre
mesenquimales humanas derivadas de tejido adiposo (hASCs, unas de las mas
frecuentemente utilizadas en medicina regenerativa) poseen mayor resistencia
frente al efecto nocivo de la radiaciéon UV-B respecto a la de los HFFs. En segundo
lugar, que el pre-acondicionamiento de las hASCs con H,0, aumenta la
capacidad de respuesta de estas células al estrés oxidativo causado por la
radiacidon UV-B, evidenciado por la mayor actividad del sistema antioxidante
celular inducido por Nrf2, el aumento de su viabilidad y de su capacidad de
migracidn. En tercer lugar, hemos demostrado, que el tratamiento con el medio
acondicionado (CM) de las hASC preacondicionadas (PC/CM) ejerce un efecto

citoprotector de los HFFs frente al dafio lesivo de la radiacion UV-B, demostrado
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por un aumento de la viabilidad y disminucidn del porcentaje de apoptosis y de
senescencia de estas células. Ademds, ante dichas condiciones lesivas, se
reducen la sintesis de MMP-1 y el efecto deletéreo de dicha radiacion sobre la
capacidad migratoria y sobre la sintesis de coldgeno tipo | de dichas células,
fundamentales en el proceso de remodelacién de la MEC y de regeneracion

dérmica.

En conclusidén, el tratamiento con el CM de las hASCs pre-acondicionadas con
H,0; ejerce un efecto protector de los HFFs frente a la radiacién UV-B, lo que
sugiere que la actividad paracrina de los derivados de las hASCs puede resultar

una terapia prometedora en la prevencién del fotoenvejecimiento.
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I. Introduccién

I.L1. LA PIEL: ALTERACIONES DE SUS COMPONENTES EN EL
ENVEJECIMIENTO

La piel es el 6rgano mas grande del cuerpo humano con funciones primordiales
para su supervivencia. Es una cubierta externa que actua, por un lado, como
barrera protectora, lo que permite mantener integras sus estructuras, y por otro
lado, constituye un complejo sistema de comunicacidn con el entorno;
asimismo, provee informacién inmunitaria y participa en la homeostasis
mediante la regulacién de la temperatura corporal y la pérdida de agua 2.
Ademas de sus funciones bioldgicas, la piel desempefia un papel muy

importante en la estética corporal. Asi, nuestra apariencia fisica influye en el

bienestar emocional, mental y psicosocial 3.

Estructuralmente, la piel se divide en tres capas bien diferenciadas por su
estructura tisular y su origen embrioldgico: la epidermis, un epitelio que deriva
del ectodermo, la dermis y la hipodermis, tejidos conectivos que derivan del

mesodermo * (figura 1).
Epidermis

La epidermis es la capa mds externa de la piel. Se trata de un epitelio plano
estratificado con diferentes grados de queratinizacion, cuya poblacidn celular se
renueva constantemente desde su estrato basal hasta el apical, cada 30-40 dias
>®, Los queratinocitos representan mas del 95% del total de las células de esta
capa, mientras que el 5% restante corresponde a melanocitos, células del
sistema inmune (células de Langerhans) y células implicadas en la sensibilidad
tactil (células de Merkel) 7. Al igual que el resto de los epitelios, la epidermis
carece de vascularizacion. Estd organizada en cinco estratos del exterior al
interior: el estrato cérneo, el estrato lucido (sélo presente en la piel gruesa,
como la de la planta de los pies), el estrato granuloso, el estrato espinoso vy el

estrato basal 2. Su funcién principal es proteger la piel de los factores
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ambientales como la polucién o la radiacién solar, asi como de los

microorganismos, y evitar una excesiva pérdida o absorcion de agua.
Dermis

La dermis es la capa de tejido conjuntivo que se encuentra inmediatamente
debajo de la epidermis. Ambas capas se encuentran separadas entre si por la
membrana basal. La dermis estd constituida por una matriz extracelular en la
gue predominan las fibras de colageno (alrededor de un 80-90% del tipo | y un
10-20% del tipo ll) y fibras elasticas que aportan elasticidad y resistencia a la
piel, ademdas de una sustancia fundamental amorfa hidratada 2. La poblacidn
celular de la dermis incluye los fibroblastos, que son las células encargadas de
sintetizar los componentes de la matriz extracelular (MEC), y células del sistema

inmune (mastocitos, macréfagos y células dendriticas).
Hipodermis

Es una capa de espesor variable, localizada en un plano mas profundo que la
dermis. Esta constituida fundamentalmente por tejido adiposo, siendo un
importante lugar de almacenamiento de energia y funcionando al mismo
tiempo como aislante térmico. El componente celular mayoritario son los
adipocitos, ademas de fibroblastos, macréfagos y células madre de origen

mesenquimal. Esta capa conecta la dermis con el musculo y el hueso °.
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Figura 1. Estratos y componentes celulares de la piel.

La piel, al igual que el resto de los drganos, también envejece. Con el paso del
tiempo, se produce una pérdida progresiva de la funcion y la estabilidad
estructural de este érgano. Asi, durante el proceso de envejecimiento disminuye
el ritmo de reemplazo de células epidérmicas, lo que puede explicar que la
cicatrizacion de heridas sea mas lenta y una descamacién de los queratinocitos
superficiales menos eficaz ’. Por otro lado, en la capa dérmica se identifican una
serie de alteraciones como: i) la acumulacion de elastina inmediatamente
debajo de la unién demo-epidérmica, alteracién conocida como elastosis, ii) la

atrofia y fragmentacion de las fibras de coladgeno, vy iii) la disminucién de la
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superficie de la interfaz dermo-epidérmica, lo que contribuye a una mayor
fragilidad de la piel y a una menor transferencia de nutrientes entre la dermis y
la epidermis 7. Por su parte, la hipodermis también sufre modificaciones en su
estructura y volumen debidas a la pérdida del tejido adiposo subcutaneo y la
degradacion del coldgeno, lo que conlleva a alteraciones en las propiedades

mecanicas de las capas adyacentes °.

El envejecimiento de este este érgano puede producirse como consecuencia de
procesos intrinsecos y extrinsecos. El envejecimiento intrinseco es un proceso
fisiolégico inevitable que ocasiona el adelgazamiento y deshidratacion de la piel
apareciendo pliegues finos y una atrofia dérmica gradual. Por su parte, el
envejecimiento extrinseco (responsable del 80% del envejecimiento cutaneo)
estd causado por factores ambientales externos (como la exposicion a la
radiacion ultravioleta o la contaminacidon del aire) y por el estilo de vida
(tabaquismo, alimentacién, suefio o estrés), lo que conlleva la aparicidon de
pliegues cutdneos mas gruesos, pérdida de elasticidad, sequedad vy

pigmentacién irregular °.

La pérdida sustancial de funcién de la piel debida al envejecimiento es un area
de interés importante para los sectores farmacéutico y cosmético en todo el
mundo. Se requiere una cantidad considerable de gasto e inversion econémica

para desarrollar productos destinados a retrasar o revertir el envejecimiento 2.

Aunque la mayoria de las investigaciones y tratamientos se centran en
minimizar o revertir los signos visibles y estéticos no deseados del
envejecimiento de la piel, el deterioro cutaneo es mas que un simple problema
cosmeético. La piel envejecida es mds propensa a padecer una amplia variedad
de patologias. En conjunto, estas enfermedades son la cuarta causa mas comun
de todas las patologias no mortales, afectando a un tercio de la poblaciéon
mundial !> 13, Entre ellas, caben citar eczemas, dermatitis alérgica y de contacto,

enfermedades autoinmunes con manifestaciones cutdaneas y queratosis
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seborreicas 4. Por otro lado, existen multitud de trastornos dermatoldgicos con
un impacto significativo en la calidad de vida de las personas como heridas,
guemaduras, infecciones cutdneas y procesos tumorales como el carcinoma
basocelular y de células escamosas y el melanoma maligno *. El cancer de piel
es responsable del 60% de las muertes relacionadas con la piel (figura 2)°. Segln
datos de la OMS, se estima que uno de cada tres canceres diagnosticados es un
cancer de piel y que cada afo se diagnostican entre 2 y 3 millones de casos

nuevos de carcinomas originados en la epidermis a nivel mundial **.

Otras afecciones
de la piel (15%)

Melanoma
(41%)

Infecciones

cutaneas (10%) Afecciones

dermatologicas
(% de mortalidad)

Heridas y
quemaduras (15%)

Otros tipos de
cancer de piel (19%)

Figura 2. Porcentaje de mortalidad ocasionada por patologias cutaneas en EE. UU.
(Gould y cols. 3).

El factor etiolégico mas frecuente de las patologias cutaneas es la exposicion a
la radiacidn ultravioleta (UV). En este contexto, el alto grado de concienciacién
social acerca del efecto nocivo de una excesiva y no controlada exposicién a la
radiacion solar ha llevado a los investigadores a buscar niveles de proteccidn
cada vez mas elevados. Como consecuencia, se estan desarrollando estrategias
de investigacién para identificar nuevos ingredientes activos y agentes de

fotoproteccidon mas eficaces.
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1.2. FOTOENVEJECIMIENTO

El principal factor que afecta al envejecimiento de la piel inducido por factores
extrinsecos es la exposicién continuada a la radiacion UV. Este proceso se

conoce como fotoenvejecimiento.

Descubierta a principios del siglo XIX por Johann Wilhelm Ritter, la radiacién
electromagnética UV es invisible para el ojo humano, con una longitud de onda
comprendida entre los 100 nm y los 400 nm, mas corta que la longitud de onda

de la luz visible (400-780 nm) y mas larga que la de los rayos X (0.01-10 nm).

Dentro de la radiacidn UV, se establecen los siguientes tres rangos en funcién
también de su longitud de onday, por tanto, del nivel de energia que trasmiten

(figura 3):

Radiacion UV-A (320-400 nm)
Se divide a su vez en dos bandas, UV-A1 (340-400 nm) y la UV-A2 (320-340 nm).
La radiacidon UV-A1 representa hasta un 95% del total de la radiacion UV, es la
de menor energia y practicamente no se absorbe en la capa de ozono. Aunque
tiene poca capacidad para producir eritema, ocasiona con frecuencia
alteraciones en la pigmentacidn de la piel. Penetra hasta la capa mas profunda
de la dermis, afectando al normal funcionamiento de las células, a los vasos
sanguineos y a las fibras de colageno. Ademads, genera dafios indirectos en el
ADN a través de la produccion de especies reactivas del oxigeno (ROS, del inglés
Reactive Oxygen Species) Y. La radiacién UV-A2 tiene menor capacidad de
penetracidn, alcanzando la dermis superficial, genera también la produccién de

radicales libres y puede provocar fotosensibilidad y fotoenvejecimiento.

Radiacion UV-B (290-320 nm)

Incluye cerca del 5 al 10% del espectro completo de la radiacién UV que llega a

la superficie terrestre. Es la responsable de los efectos bioldgicos mas

12



I. Introduccién

importantes, como la sintesis de vitamina D3, pero también de las quemaduras
solares, desérdenes de pigmentacion de la piel, dafio directo en el ADN a través
la formacion de dimeros de ciclobutano pirimidina (CPDs) y fotoproductos de 6-
4 pirimidina-pirimidona (6-4 PPs), fotoenvejecimiento, inmunosupresiéon o
carcinogénesis ¥°. La mayor parte de la radiacién UV-B es absorbida en el
estrato cdrneo, sin embargo, en torno al 10-30% puede atravesar la epidermis,

alcanzando la dermis e hipodermis 2

Radiacion UV-C (100-290 nm)
Esta radiacion corresponde a la de mayor energia, pero es absorbida casi en su
totalidad por la capa de ozono. Causa eritema y posee importantes propiedades
mutagénicas, siendo la mas peligrosa para la piel. Posee también efectos
beneficiosos, por su capacidad bactericida, por lo que es la radiacién que se

utiliza en las ldmparas germicidas Y’

ULTRAVIOLETA VISIBLE INFRARROIO

780 Longitud de onda (nm)

Eritema
Mutagénesis

Capa cornea

Epidermis an.ceéd?
Fotoenvejecimiento
Eritema
Melanoma
Dermis
Bronceado
Envejecimiento
Hipodermis

Calor

Figura 3. Espectro de longitudes de onda de la radiacidn solar y sus efectos sobre la piel.
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La radiacidn UV es absorbida por gran cantidad de macromoléculas como el
ARN, el ADN, la melanina, las proteinas o los aminodacidos aromaticos (por
ejemplo, el triptéfano y la tirosina), entre otros 2l Las regiones de estas
moléculas capaces de absorber la energia obtenida de la radiacién se
denominan croméforos. Estos croméforos absorben eficientemente la radiacion
de alta energia y, en menor medida, la radiacion de baja energia; por ello, las
longitudes de onda mas bajas penetran menos en la piel, aunque tengan mayor

energia 2.

La absorcion de la radiacién genera reacciones fotoquimicas complejas
responsables tanto de los efectos beneficiosos como perjudiciales para la salud.
Los efectos positivos incluyen la sintesis de vitamina D, la sintesis de péptidos
precursores de hormonas como las endorfinas y las neurohormonas, y en
exposicién controlada su efecto anti-inflamatorio e inmunosupresor mediante
la induccién de la apoptosis de las células T, permite su uso terapéutico en
diferentes trastornos de la piel como la psoriasis, la dermatitis atépica vy el
vitiligo 2>%*. Pero, una exposicién excesiva a la radiacién UV puede provocar
efectos adversos, entre los que se incluyen la inflamacién (caracterizada
externamente por las quemaduras solares o eritema), inmunosupresion,

fotosensibilidad, fotoenvejecimiento y carcinogénesis 2>%¢ (figura 4).

Efectos perjudiciales

Eritema

Efectos beneficiosos

Sintesis de vitamina D

Fotoenvejecimiento

Sintesis de precursores hormonales

Inmunosupresion

Tratamiento de afecciones cutaneas

Carcinogénesis

Figura 4. Efectos bioldgicos de la radiacion UV en la salud humana.
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El fotoenvejecimiento estd caracterizado por la pérdida de la elasticidad,
sequedad, apariciéon temprana de arrugas, alteraciones en la pigmentacion y
aumento en el grosor de la piel 2?8, En casos mas graves, puede producir
lesiones pre-tumorales como la queratosis solar, o tumores como el carcinoma

de células escamosas y el melanoma maligno .

Asi, el fotoenvejecimiento estd asociado a diversos trastornos en las distintas
capas de la piel (tabla 1): alteraciones en el nimero y presencia de atipias
celulares en la epidermis, disminucidn de los componentes fibrilares de la unién
dermo-epidérmica, y alteraciones en la composiciéon de la MEC de la dermis
(desorganizaciéon y disminucion del componente fibrilar, disminucién vy
malformaciones de la microvasculatura, acumulacién de glicosaminoglicanos y
alteraciones en el nimero de células) °.

Tabla 1. Cambios clinicos e histoldgicos causados por el fotoenvejecimiento de la piel.
Tabla adaptada de Riahiy cols. 3.

Apariencia Correlacion histolégica
Epidermis

Disminucion del niumero de células basales con

Piel atrofiada ., ., .
reduccion en la produccién de queratinocitos

Piel gruesa Acantosis (hiperplasia)

Desarrollo de lesiones

precancerosasy Atipia nuclear epidérmica
cancerosas
Alteraciones de la Inicialmente, hiperplasia reactiva de melanocitos,
pigmentacién seguida de una disminucién en su nimero
SCC* Disminucidn del niumero de células de Langerhans

Union dermo-epidérmica

Fragilidad de la piel Disminucidn de fibrillas de anclaje (colageno VII).
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Disminucidén de las proyecciones microvellosas de
las células basales en la membrana basal

Dermis

Acumulacion de glicosaminoglicanos en material

Textura dspera fh
elastdtico anormal

Desorganizacion de los filamentos de coldgeno;

Piel arrugada ., ,
g reduccion del coldgeno | y llI

Disminucidn de capilares sanguineos.
Fragilidad vascular Vasos sanguineos ectdsicos con paredes
engrosadas o atroficas

Hiperplasia sebacea Hiperplasia de las glandulas sebaceas

SCC* Aumento de histiocitos y linfocitos perivasculares

* (Sin correlacion clinicay).

1.2.1. Alteraciones celulares y moleculares de la piel fotoenvejecida

El ADN es la molécula intracelular capaz de absorber la radiacién UV que
provoca las consecuencias mas graves en las células. De manera directa, las
bases del ADN pueden absorber la energia de los fotones, ocasionando un
reordenamiento estructural de los nucleétidos. De este modo, las bases de
pirimidina pueden formar nuevos enlaces con pirimidinas adyacentes, lo que
genera CPDs y 6-4 PPs que alteran la estructura de doble hélice, inhibiendo su
replicacién y transcripcién 2. Como consecuencia, se activan multiples vias de
sefializacion celular relacionadas con la reparacion del ADN, la proliferacion, la
diferenciacidn, la senescencia, la degradacion del tejido conectivo y la
inflamacion °33, Por otro lado, la absorcidn celular de la energia de la radiacién
UV puede ocasionar una mayor producciéon de ROS, lo cual, induce dafio
indirecto en el ADN nucleico y mitocondrial derivado de la oxidacién de la

guanina en 8-oxoguanina (8-oxoG). Ademas, dichos ROS también inducen la
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peroxidacién lipidica y proteica 3%3*. El incremento de los niveles de ROS
desencadena a su vez un desequilibrio entre la produccién y la degradacidn de
los componentes de la MEC, responsables de proporcionar soporte estructural

y funcional a la piel.

Como consecuencia de las alteraciones moleculares sefialadas, se derivan una
serie de alteraciones histopatoldgicas de la piel fotoenvejecida, entre las que
destacan, el incremento de la poblacidon celular senescente, la disminucién de la
sintesis de colageno, el aumento en la expresidn de metaloproteinasas de matriz

extracelular (MMPs) y la degradacién de la elastina.

1.2.1.1. Incremento de la poblacién celular senescente

La senescencia celular fue descrita por primera vez a principios de la década de
1960 por L. Hayflick *. Puede definirse como una parada irreversible de la
proliferacién y una resistencia a los estimulos mitogénicos por parte de células
competentes para la proliferacion 3. Se conoce con el nombre de senescencia
replicativa, estando caracterizada por la parada irreversible del ciclo celular en

la fase GO/G1.

Ademas de la senescencia celular asociada al agotamiento de la capacidad
proliferativa de las células y al acortamiento critico de los telémeros, estudios
mas recientes han demostrado que existen otros estimulos que pueden inducir
senescencia celular, independientemente del nimero de duplicaciones que
haya acumulado una célula. Asi, el estrés oxidativo, la exposicidn a la radiacion
UV, la hiperoxia, el deterioro de la autofagia o la inhibicién del proteosoma
pueden inducir la senescencia prematura inducida por estrés (SIPS) 373,
Dependiendo de la naturaleza del estrés, su intensidad y el tipo de célula
afectada, cualquier célula estresada puede bloquear transitoriamente su ciclo
celular, dando tiempo a la célula para reparar el dafo y, después, reiniciar la

division celular o entrar en apoptosis si el dafo es excesivo.

17



I. Introduccién

Las células senescentes muestran un fenotipo definido por caracteristicas tales
como el aumento del tamano celular y de la actividad de la enzima B-
galactosidasa (B-gal), la pérdida del potencial replicativo, el aumento de la
biogénesis de lisosomas, la disminucidn de la velocidad de sintesis y degradacién
de proteinas, y la alteracién en la regulacién y expresion de genes especificos.
En el caso concreto de los fibroblastos humanos senescentes, se observa un
incremento en la expresién de colagenasa y estromelisina, y disminuye la

expresion de los inhibidores de MMPs 1y 3 (TIMP-1y -3) 34,

Las células senescentes secretan moléculas que influyen en el microambiente
celular y tisular, expresando estas células un fenotipo secretor asociado a la
senescencia (SASP). Existen tres categorias dependiendo del tipo de moléculas
secretadas: i) quimiocinas como GRO -a y -B (oncogén relacionado con el
crecimiento) y citocinas inflamatorias (IL-1, IL-6 e IL-8, entre otras), i) proteasas
de remodelacién de matriz (MMP-1 y MMP-3) v jii) factores de crecimiento y
proteinas asociadas como, IGFBP (proteinas de unién a factores de crecimiento

similares a la insulina) 3°.

La senescencia es un importante mecanismo supresor de tumores, limitando la
proliferacién de células con riesgo de transformacion neoplasica, vy
desempefiando un papel fisiolégico importante en la cicatrizacién de las heridas,
aunque también contribuye al deterioro asociado con el envejecimiento y al

establecimiento de diversas enfermedades “°.

1.2.1.2. Disminucidn de la sintesis de colageno

La integridad estructural de la piel se debe principalmente a la presencia de unas
proteinas fibrosas insolubles (colageno) que se encuentran en la MEC del tejido

conectivo, proporcionando a éste su base estructural y resistencia a la piel.

El colageno es secretado hacia la MEC por los fibroblastos en forma de

mondmeros constituidos por tres cadenas de polipéptidos (tropocolageno). En
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la MEC, las moléculas de tropocoldgeno se unen para formar las fibras de
colageno. Segun su morfologia, composicién en aminoacidos y propiedades
fisicas, se distinguen hasta 28 tipos de coldgeno, pero los mds abundantes en la

piel humana son el tipo I, lll, IV y VII 4,

La sintesis del colageno estd regulada por dos proteinas: el factor de crecimiento
transformante B (TGF-B), el cual promueve la produccién de coldgeno y es
esencial en el proceso de reparacién de las heridas, y la proteina activadora del
factor de transcripcién 1 (AP-1), que inhibe la sintesis de colageno y promueve
su degradacidn #2. En el fotoenvejecimiento, se producen cambios cuantitativos
y estructurales en las fibras de coldgeno debidos a una disminucion de su
sintesis y a un aumento de su degradacion inducida por las MMPs. La pérdida
de coldgeno induce cambios morfolégicos en la piel, como la aparicidon de
pliegues y la pérdida de la elasticidad ****. Ademads, a nivel neoplasico, la
degradacion de la MEC también facilita la invasion local y la diseminacion

metastasica de las células cancerosas.

1.2.1.3. Aumento en la expresion de MMPs

Las MMPs son una familia de endopeptidasas dependientes de zinc que
degradan proteinas de la MEC como el colageno, fibronectina, elastina y
proteoglicanos. Son secretadas por células de la piel, incluidos los fibroblastos
dérmicos y los queratinocitos epidérmicos, aunque también pueden ser
sintetizadas por las células endoteliales y las del sistema inmunitario. Estas
endopeptidasas se pueden clasificar en cinco subgrupos segun el sustrato que
degradan y la organizacién de sus dominios estructurales: i) colagenasas (MMP-
1, MMP-8 y MMP-13); ii) gelatinasas (MMP-2 y MMP-9); iii) estromelisinas
(MMP-3, MMP-10 y MMP-11); iv) matrilisinas (MMP-7 y MMP-26); y v) MMPs
de tipo membrana (MT) (MMP-14, MMP-15 y MMP-16). Entre estas enzimas, la
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MMP-1 (colagenasa intersticial) es la principal responsable de la degradacién de

los coldgenos tipo 1 y lll en la piel humana .

La sintesis de las MMPs esta regulada por los inhibidores tisulares de
metaloproteinasas (TIMPs). Durante el fotoenvejecimiento, aumentan los
niveles de MMPs, pero no aumentan los niveles de TIMPs para mantener el
equilibrio. De hecho, los niveles de TIMP-1 en una piel fotoenvejecida pueden
incluso reducirse. Este desequilibrio acelera la fragmentacién progresiva de las

fibras de coldgeno.

1.2.1.4. Degradacion de elastina

La elastina es el principal constituyente proteico de las fibras eldsticas, es
sintetizada por los fibroblastos y queratinocitos, y su funcién es proporcionar
elasticidad a las paredes de los vasos sanguineos, al parénquima pulmonary a
la piel, entre otros 6rganos “°. Aunque Unicamente representa el 2% del total de
la proteina dérmica, interviene en procesos importantes para la homeostasis
cutanea. El precursor de la elastina es la tropoelastina, la cual es sintetizada en
el reticulo endoplasmatico de los fibroblastos de la dermis superficial. Esta
proteina se libera a la matriz extracelular y forma agregados amorfos formados
por aminoacidos hidréfobos responsables de las propiedades elasticas, vy
aminodacidos no hidréfobos que constituyen los puntos de unidén entre

moléculas de tropoelastina préoximas, para formar el polimero de elastina.

En la piel joven, las fibras eldsticas adoptan una arquitectura caracteristica
altamente ordenada, con microfibrillas ricas en fibrilina orientadas
perpendicularmente en la dermis papilar y fibras elasticas de gran diametro en
la dermis reticular. Sin embargo, en la piel fotoenvejecida se produce una
acumulacién de fibras distréficas en la dermis, conocida como elastosis solar.
Esta alteracion se produce como consecuencia de un ciclo de degradacion de las

fibras elasticas, seguido de la produccién de MEC y su reensamblaje en una
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organizacién diferente de la estructura original *°. Este aumento en la
degradacion de las fibras eldsticas se debe principalmente a la activacién de
MMPs, especificamente las MMP-2, -3, -9, -12 y -13. La MMP-12, también
conocida como metaloelastasa de macréfagos humanos, es la proteasa mas
activa en la degradacidn de la elastina ** y es secretada por varios tipos celulares,

incluidos los queratinocitos, fibroblastos y células inflamatorias.

1.2.2. Estrés oxidativo asociado al fotoenvejecimiento

Uno de los mecanismos principales implicados en el fotoenvejecimiento es el
estrés oxidativo, consecuencia de la limitada capacidad de las células para
eliminar el exceso de ROS. El resultado es un aumento de radicales libres
(radicales de especies de oxigeno, ROS, y radicales de nitrégeno, RNS),
producidos por la interaccién de la radiacion UV con la piel *. Asi, al recibir la
radiacién UV, los cromoforos intracelulares interactian con las moléculas de
oxigeno, dando lugar a la produccién de intermediarios reactivos como el anién
superoéxido (#02-), oxigeno singlete (102), peroxilo (RO0O), alcoxilo (RO) o el

radical hidroxilo (¢HO), entre otros ¢4,

Esta situacion pro-oxidativa tiene consecuencias relevantes en la homeostasis
celular, como la oxidacidn de lipidos y proteinas, la pérdida del potencial de
membrana mitocondrial y el dafio del ADN. Ademas, los niveles elevados de ROS
son el principal estimulo para que se active la sintesis de MMPs durante el
fotoenvejecimiento. Los niveles elevados de ROS activan una serie de vias de
sefializacion a través de la expresidn de moléculas de sefializacion que incluyen
quinasas reguladas por sefiales extracelulares (ERK), c-Jun quinasa N-terminal
(JNK) y p38 en la ruta de la proteina quinasa activada por mitégeno (MAPK) e
inducen el factor de transcripcién AP-1 y el factor nuclear kB (NF-kB). La
actividad de NF-kB es responsable del aumento de la expresién de MMPs, como

las MMP-1 y MMP-3 en fibroblastos dérmicos. Por su parte, AP-1 inhibe la
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sefializacion del factor de crecimiento TGF-B, lo que conduce a la fragmentacién
y a la disminucién de la biosintesis del colageno . Como consecuencia de esta
degradacion progresiva de la MEC, las uniones intercelulares de los fibroblastos
se ven afectadas, lo que resulta en alteraciones en su morfologia como son la
reduccidn de su tamano y la disminucidn de sus elongaciones citoplasmaticas.
Los fibroblastos envejecidos producen una mayor cantidad de ROS que
aumentan aun mas la expresion de las MMPs e inhiben la sefializacion de TGF-
B, creando un circuito de retroalimentacién positiva que acelera el

envejecimiento dérmico *4.

De manera similar a lo descrito en la deposiciéon aberrante del colageno, la
degradacion fotoquimica de las fibras elasticas se desencadena por las vias de

sefializacion MAPK y NF-kB.

Por otro lado, las células responden al dafio en el ADN generado por el
incremento de los niveles intracelulares de ROS deteniendo, de forma
irreversible, la progresién del ciclo celular y aumentando la expresion de genes
asociados a la senescencia mediante la activacion de la via supresora del
crecimiento p53/p21 y/o pRb/pl6. La activacion de p53, a través de su
fosforilacién, da como resultado una regulacién positiva de su efector p21, que
inhibe la transicién G1/S en respuesta al dafio en el ADN. Ademas, el incremento
de ROS produce una disminucién de los niveles de la proteina del
retinoblastoma (pRb) fosforilada acompafiada de una regulacidn positiva del
inhibidor de quinasas dependientes de ciclinas (CDK), p16. En conjunto, estos

eventos conducen a la detencién temporal del ciclo celular 3 (figura 5).
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Figura 5. Diagrama esquematico que muestra las principales vias de sefializacion
involucradas en el proceso de fotoenvejecimiento en fibroblastos dérmicos. La
irradiacidon UV actua sobre diversas vias de sefalizacion que controlan la progresion del
ciclo celular y la regulacion transcripcional de los genes implicados en la sintesis y
degradacidén de la MEC. La activacion o bloqueo de estas vias conduce a la detencién del
ciclo celular y al deterioro de la funcién de la MEC durante el fotoenvejecimiento.
Esquema adaptado de Cavinato y cols. 33,

1.2.3. Mecanismos de defensa de la piel frente al fotoenvejecimiento

La piel posee sus propios mecanismos de defensa contra la radiacion UV, como
son el engrosamiento de la capa cornea, el incremento de la sintesis de melanina

y su capacidad antioxidante.
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1.2.3.1. Engrosamiento de la capa cérnea

La epidermis es un epitelio plano estratificado que se renueva cada 30-45 dias
aproximadamente, desde su estrato basal hasta el estrato cérneo. Este proceso,
conocido como cornificaciéon, estd regulado por el calcio. Se necesitan bajas
concentraciones de calcio para que ocurra la divisién celular, mientras que altas
concentraciones son necesarias para la diferenciacidon de las células de la
epidermis. Por esta razén, existe un gradiente creciente de calcio desde el
estrato basal hasta el estrato granuloso. En cambio, en la capa mas externa, el

estrato cérneo, la concentracidn de calcio disminuye drasticamente .

Tras la exposicién a la radiacién UV, la piel responde aumentando el grosor del
el estrato cdrneo, que actla como un espejo para reflejar y refractar la radiacion
UV %, Sin embargo, tras una exposicion elevada a la radiacién UV, el gradiente
de calcio se colapsa y todas las capas de la epidermis muestran una
concentracién de calcio equitativa, lo que imposibilita la correcta division y

diferenciacion celular.

1.2.3.2. Aumento de la sintesis de melanina

La radiacidon UV penetra a través de la epidermis hasta la unidn epidérmico-
dérmica, donde es absorbida por los melanocitos activandolos para producir
melanina. La melanina se encapsula en melanosomas que se transfieren a otras
células de la epidermis, donde se depositan sobre los nucleos actuando como
un paraguas y absorbiendo la radiacidon UV-A y UV-B para impedir que dafie las
células 2**, La actividad de los melanocitos esta regulada por varios factores,
algunos de los cuales inducen un incremento de su nimero y la produccidon de
melanina. Estos factores incluyen interleucinas (IL), como la IL-1, IL-6, IL-8, y
factores como el factor de necrosis tumoral a (TNF-a), TGF-B, el factor de
crecimiento de fibroblasto basico (bFGF) y el factor de crecimiento nervioso

(NGF). Estas moléculas tienen un efecto directo sobre la proliferacion vy
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supervivencia de los melanocitos y juegan un papel importante en la
patogénesis de los cambios pigmentarios de la piel fotoenvejecida. De este
modo, cuando hay un exceso de exposicién a la radiacién UV, se producen
alteraciones pigmentarias de caracter benigno como la hiperpigmentacion o, en

el peor de los casos, lesiones malignas como el melanoma %%°2,

1.2.3.3. Capacidad antioxidante

La piel posee un elaborado sistema de defensa antioxidante para combatir el
estrés oxidativo causado por la radiacién UV, formado por agentes reductores
con capacidad antioxidante que evitan o neutralizan la formacién de los
radicales libres. En general, estos antioxidantes se pueden clasificar en
enddgenos, los producidos por el organismo, y exdgenos, los obtenidos de la
dieta. A su vez, los antioxidantes endégenos pueden ser enzimaticos, como la
catalasa (CAT), superodxido dismutasa (SOD) y la glutatidon peroxidasa (GPx); y no
enzimaticos de bajo peso molecular (sintéticos o naturales), como las isoformas
de la vitamina E, vitamina C, glutatién (GSH), acido urico, ubiquinol o
melatonina®*>3 (tabla 2). En concreto, la CAT es la enzima mas importante del
sistema antioxidante de la piel, ya que transforma el peréxido de hidrégeno
(H,0;) en aguay oxigeno, es por ello, que su expresion en este érgano es elevada
% También se ha descubierto el papel homeostético de la enzima mitocondrial
manganeso superoxido dismutasa (Mn-SOD) en la respuesta de los
gueratinocitos a la radiacion UV, mediada a través del receptor del factor de
crecimiento epidérmico (EGFR). La enzima SOD3, una glicoproteina con un
dominio de unién a la heparina, se expresa predominantemente en la matriz
extracelular, donde se une al proteoglicano de sulfato de heparina.
Fisiolégicamente, SOD3 mantiene el equilibrio redox y la homeostasis de la piel,
y modula las respuestas inmunes innatas y adaptativas °>. Por otro lado, la
melatonina enddgena intracutdanea y sus metabolitos, que se forman en

reacciones de oxidacidon enzimaticas y no enzimaticas, parecen representar los
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antioxidantes mads potentes contra el estrés oxidativo y la carcinogénesis
inducidos por la radiacién UV, debido a sus propiedades de captacién de

radicales hidroxilo en queratinocitos, melanocitos y fibroblastos dérmicos 7.

La capacidad antioxidante de la piel disminuye tras la exposicidn a la radiacion
UV vy recupera la normalidad en pocos dias. Sin embargo, una exposicion
excesiva a la radiacion UV u otros agentes oxidantes pueden disminuir la
capacidad de respuesta inmunitaria y antioxidante cutanea debido al aumento
de los niveles de ROS, provocando dafio oxidativo e inmunotoxicidad,

envejecimiento prematuro de la piel, enfermedades cutaneas y cancer.

Tabla 2. Antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos involucrados en la fotoproteccién
enddgena de la piel y su funcidn.

Tipo de antioxidante Modo de accién

Antioxidantes enzimaticos

Enzima dependiente del hierro con funcién catalitica y
peroxidativa. Forma parte del sistema antioxidante
CAT CAT/SOD, que actla en presencia de altas
concentraciones de H,0,. Cataliza la descomposicion
del H,02en O, y agua.

Esta formada por un grupo de enzimas metaloides: Cu-
SOD, Zn-SOD y Mn-SOD. Su principal funcién es la
proteccién contra el anidn superdxido. Cataliza la

dismutacién de superdxido en O, y H,0,.

SOD

Enzima selenio dependiente que cataliza la reduccién
GPx de H,0; a lipoperdxido (L-OOH); usa como agente
reductor el GSH.

Antioxidantes no enzimaticos

Neutraliza el *0,, captura radicales libres hidroxilo,

Vitamina E . .
neutraliza peréxidos.

Neutraliza el '0,, captura radicales libres hidroxilo,

Vitamina C . . .
regenera la forma oxidada de la vitamina E.
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Es un tripéptido formado por glutamato, cisteinay
glicina. Neutraliza los ROS, transformandose en una
forma mads reactiva, pero que se combina rapidamente
GSH con otro glutation reactivo para formar disulfuro de
glutatidn (GSSG). Ademas, funciona como
mantenimiento de otros antioxidantes como, por
ejemplo, la vitamina E y C en sus formas reducidas.

Neutraliza el '0,, elimina radicales libres hidroxilos y
oxidantes oxohemo. Al absorber un electrén, el acido
urico se transforma en un radical, aunque no muy
reactivo. Es el principal antioxidante en el suero, por lo
que la contribucidn a la capacidad antioxidante de la
piel es comparativamente baja.

Acido trico

Es la forma reducida de la coenzima Q10. Es un
potente antioxidante lipofilico con capacidad de

Ubiquinol . o
9 regenerar otros antioxidantes como la vitamina E y C.
Ademds, protege de la oxidacidn lipidica.
. Neutraliza el '0,, promueve la produccién de GSH en
Melatonina

queratinocitos, melanocitos y fibroblastos dérmicos.

1.3. PREVENCION Y TRATAMIENTO DEL FOTOENVEJECIMIENTO

El fotoenvejecimiento constituye uno de los retos terapéuticos de la
dermatologia moderna. Actualmente, existen tres estrategias para hacerle
frente, clasificadas en: prevencién primaria, prevencidon secundaria y
prevencidn terciaria. La prevencion primaria corresponde a la reducciéon de los
factores de riesgo antes de que ocurra la lesién y se denomina fotoproteccion.
La secundaria tiene como objetivo la deteccién temprana de la lesién para poder
atenuar una condicion clinica en fase asintomatica. Por ultimo, la prevencion
terciaria hace referencia al tratamiento del fotoenvejecimiento una vez que ha

aparecido la sintomatologia *%%°.

27



I. Introduccién
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Figura 6. Representacidon esquemadtica de las diferentes estrategias de prevencién y

tratamiento del fotoenvejecimiento. Esquema adaptado de Rabe y cols. 2.

1.3.1. Prevencion primaria: Fotoproteccion

La fotoproteccion se ha convertido en un tema de interés creciente, siendo

considerada una de las principales medidas contra los efectos nocivos de la

radiacidon UV. La fotoproteccién tiene como objetivo prevenir el dafio que ocurre

en la piel como consecuencia de una exposicién continuada a la radiacion UV. Si

bien es cierto que la piel posee mecanismos de adaptacién y defensa para

protegerse de esta agresion, su eficacia varia en funcidn de los individuos y del

grado de exposicion.

El uso tépico de lociones fotoprotectoras es la primera estrategia de prevencion

para combatir el fotoenvejecimento y el cancer de piel. Se trata de cremas,

lociones, geles o aerosoles que actian a modo de filtro solar mediante tres
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mecanismos fundamentales: reflexion, dispersién y absorcion de la radiacidn.
Su uso se lleva a cabo aplicando una fina capa en la piel antes de la exposicién
al sol, que absorbe la radiacion UV. Este tipo de agentes no deben ser irritantes,
sensibilizantes, ni fototdxicos, y deben permanecer estables en la piel humana

cuando se exponen a la luz solar 3,

Las lociones empleadas en la fotoproteccion se clasifican segin su modo de

accion en dos tipos:

Filtros fisicos

Son moléculas inorganicas que funcionan a modo de pantalla, creando una
pelicula gruesa en la superficie de la piel que actua reflejando todo el rango de
longitudes de onda del espectro electromagnético. Estas moléculas son
pigmentos de gran tamafio (200 nm), generalmente de color blanco, cuya
principal caracteristica es su estabilidad estructural para mantener la
proteccion, incluso después de largos periodos de exposicién a la radiacidon UV.
Los pigmentos mas utilizados son el didxido de titanio (TiO,) y el dxido de zinc
(Zn0), pero también se emplean los 6xidos de hierro, el talco, el caolin y la mica.
Debido a su gran tamafio, poseen un mayor indice de refraccion, sin embargo,
este factor también afecta en que la formulacién de la locién sea opaca y deje
residuos blancos en la piel. Es posible reducir el tamafio de estos pigmentos
(pigmentos micronizados) permitiendo que sean lo suficientemente grandes
(20-80 nm) como para no penetrar en la piel. De este modo disminuye su
capacidad para reflejar la luz, volviéndose transparentes y mejorando la
estética, pero disminuyendo su eficacia. Ademas, las particulas micronizadas
pueden reaccionar fotoquimicamente con los ROS y contribuir a la reduccién de
la eficacia de la proteccidn solar Y. Para evitar estas reacciones, las particulas se

recubren con materiales como por ejemplo, la silicona °.
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Filtros quimicos

Son moléculas orgdnicas de estructura aromdtica que actuan absorbiendo la
radiacion (captan la energia incidente y la emiten nuevamente en forma de
energia térmica, inocua para la piel), pero Unicamente en las longitudes de onda
del UV. Estdn regulados y autorizados para su uso por los ministerios y
departamentos de salud de todo el mundo. En funcidn de la longitud de onda
absorbida se distinguen los filtros UV-B (derivados del acido
paraaminobenzoico, derivados del acido salicilico, derivados del acido p-
metoxicinamico, alcanfor y mezclas), filtros UV-A (derivados del
dibenzoilmetano, derivados del bencilideno alcanfor, acido fenilobencimidazol

sulfénico) y filtros de amplio espectro.

Requieren del orden de 30 minutos para ejercer su accion, por lo que deben
emplearse con la debida antelacion antes de la exposicion solar. Dado que
pueden absorberse por la piel, estos productos pueden alterar la funcién
endocrina y producir efectos nocivos para la piel, como alergias, reacciones de
fototoxicidad o irritaciones cutdneas ®1. Ademds, se degradan con la exposicién

a laradiacién, lo que los hace inestables, perdiendo su capacidad de proteccidn.

A pesar de la incorporacién de nuevas tecnologias y enfoques innovadores en la
fotoproteccion tdépica, el uso inadecuado y la falta de optimizacién de su

formulaciéon aun limitan la utilidad de los actuales protectores solares.

1.3.2. Prevencion secundaria

1.3.1.1. Antioxidantes de uso tdpico

Los protectores solares tradicionales (fisicos y quimicos) proporcionan una
proteccion eficaz contra el eritema, pero no contra el aumento de los niveles de
ROS generados en la piel después de la exposicidn a la radiaciéon UV . Es por

ello que hoy en dia es cada vez mds comun la incorporacion de sustancias
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naturales con capacidad antioxidante en muchos productos de proteccién solar

62 Estos incluyen

para potenciar los antioxidantes enddgenos de la piel
vitaminas, activadores de los sistemas enzimaticos antioxidantes presentes en
la piel o compuestos derivados de plantas con fuertes propiedades
antioxidantes . Se ha demostrado que los protectores solares suplementados
con antioxidantes son mas eficientes que los protectores solares tradicionales
ya gque suprimen cambios en la piel, como el desarrollo de pigmentacién, el
agotamiento de las células de Langerhans y la induccién de MMP-9 ®°, Este tipo
de lociones debe de cumplir varios requisitos: alta capacidad antioxidante,

formulacion estable, capacidad de penetrar en la barrera de la piel y estar

presente en una concentracion que cause un efecto protector significativo.

Actualmente, los antioxidantes mas utilizados en el pretratamiento de la piel
para la fotoproteccion son las vitaminas C y E, los polifenoles presentes en las
plantas como el té verde y el aloe vera, las enzimas antioxidantes como la

coenzima Q10, los carotenoides y extractos de semillas, hojas y algas (tabla 3).

Tabla 3. Antioxidantes topicos usados ampliamente en fotoproteccién. Tabla adaptada
de Yeagery cols. .

Antioxidante Funcion

Concentraciones topicas de al menos un 15% protegen
del eritema y de gquemaduras solares %. Ademds, en
ensayos in vitro con cultivos de fibroblastos, estimula la

sintesis de colageno y disminuye la produccién de MMPs
66

Vitamina C
(acido ascorbico)

Disminuye la peroxidacidn lipidica, la fotocarcinogénesis,
los niveles de transcripcién de MMP-1 y la formacion de
dimeros de timina .

Vitamina E
(a-tocoferol)

La epigalocatequina-3-galato inhibe la liberacidn de H,0,

Polifenoles inducida por la radiacién UV y suprime la fosforilacidn de

del té MAPK en los queratinocitos ®%%7. Reduce la inflamacién a
través de la via de NF-kB y la formacién de eritema.
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Reduce el desequilibrio redox inducido por la radiacion,
disminuye la oxidacién de la membrana lipidica vy
aumenta la supervivencia celular.

Extracto de
aloe vera

Protege contra la muerte celular inducida por el estrés
oxidativo y mejora la sintesis de los componentes de la
membrana basal en las células dérmicas y epidérmicas.
Ademas, reduce los niveles de ROS, la peroxidaciéon
lipidica, el dafio en el ADN y |a sintesis de MMPs inducida
por la radiacién UV *2,

Coenzima Q10

Los carotenoides mas estudiados en fotoproteccion son
el B-caroteno y el licopeno. El B-caroteno (precursor de la
vitamina A) elimina los radicales libres causados por la
radiacion UV y previene las quemaduras de la piel. El
licopeno es el carotenoide mas efectivo contra el 10,
ademds de neutralizar los radicales del éxido nitrico &,

Carotenoides

Extracto de soja | El compuesto fitoestrogeno genisteina de la soja inhibe el
dafio oxidativo de la piel y la formacién de CPDs 5.

Acelera la reparacion del ADN en fibroblastos dérmicos
humanos irradiados, a través de una via de reparacién
dependiente de p53.

Extracto de
silimarina

Inhibe la inflamacidn, reduce el H,0, y disminuye la

Extracto de peroxidacion lipidica. Su rapido metabolismo lo hace

semillade uva  dificil para el uso tépico a menos que esté encapsulado
en nanoparticulas lipidicas.

Estimula la actividad de la peptidasa proteasdmica en los
queratinocitos humanos irradiados, reduciendo el
alcance del dafio oxidativo de las proteinas.

Extracto
de algas

Protege contra el eritema, disminuye la produccién de
Melatonina ROS, mejora de la expresiéon de p53, mejora la reparacién
del ADN y disminuye la generacién de CPDs.

Protege contra la oxidacion del ADN, la expresién de IL-
10 y la peroxidacién lipidica. En humanos, aumenta la
dosis minima de eritema. En modelos murinos, reduce la
probabilidad de cancer de piel.

Selenio
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Sin embargo, los antioxidantes son compuestos inestables, por lo que son
dificiles de formular en una composicidon aceptable, estable y biolégicamente
activa para productos de proteccién solar. Ademds, actualmente, no existe
ningun antioxidante capaz de proporcionar la suficiente proteccion por si sola,
aunque, se ha demostrado que los antioxidantes complementan Ia

fotoproteccion de los filtros quimicos.

1.3.1.2. Suplementos orales

Debido a las limitaciones que presentan los antioxidantes por via tdpica, existe
un interés creciente en el potencial de los agentes orales y subcutdneos para
proporcionar protecciéon adicional contra la exposicién a la radiacion UV vy
reducir ain mas el dafio que normalmente conduciria al fotoenvejecimiento y
al cancer de piel. Estos agentes difieren de los protectores solares en su
mecanismo de accién y en los beneficios de su uso. Contienen uno o mas
principios activos que activan diferentes mecanismos de fotoproteccion,
especialmente aquellos relacionados con sus acciones antioxidantes ®. Se ha
demostrado que varios agentes administrados por via oral y subcutdnea como
la vitamina E, vitamina C, los carotenoides o el selenio, tienen el potencial de
reducir la gravedad de la quemadura solar, disminuir la fotosensibilidad y
prevenir el dafio causado por la radiacidon. Sin embargo, todavia es necesario
seguir estudiando estas sustancias para confirmar su eficacia y seguridad. De
hecho, algunos investigadores sugieren que los antioxidantes como
suplementos alimenticios no poseen efectos preventivos, ademas de ser
potencialmente peligrosos en exceso, por lo que, la fuente éptima de

antioxidantes deberia provenir de la dieta y no de suplementos *°.

1.3.1.3. Retinoides y sus derivados

Los retinoides son un grupo de sustancias que incluyen la vitamina A y sus

derivados, tanto naturales como sintéticos. El uso tépico de los retinoides se ha
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expandido para tratar diversas afecciones de la piel, incluidas el acné, el
fotoenvejecimiento y la queratosis actinica 3. La tretinoina y el tazaroteno son
los dos retinoides tépicos que actualmente estdn aprobados por la
Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA) de los EE.UU. para el

tratamiento del fotoenvejecimiento %2

La tretinoina es la forma 4cida de la vitamina A, también conocida como ATRA
(acido transretinoico). Es el primer retinoide tépico estudiado y en la actualidad
continta siendo uno de los pilares para tratar el fotoenvejecimiento. Actua
como una hormona que es absorbida por las células para llegar al nucleo, donde
interactia con los receptores correspondientes, los receptores del acido
retinoico (RAR) y los receptores X retinoides (RXR), para activar o inhibir el
proceso de transcripcién de los elementos que modulan la queratinizacion de la
epidermis, la sintesis de coldgeno y la produccion de MMPs. La radiacion UV
disminuye estos receptores. El pre-tratamiento con tretinoina inhibe la
activacion de c-Jun y AP-1, aumentando la sintesis de pro-colageno | e
inhibiendo la producciéon de MMPs, y acelera la recuperacién de los receptores
RAR y RXR después de la exposicion a la radiacion UV *%, Ademds, el acido
retinoico y sus derivados promueven la supresién de la expresion de la enzima
tirosinasa, clave en la sintesis de melanina . El uso de la tretinoina de forma
topica puede producir irritabilidad de la piel, por lo que los retinoides de venta
libre actuales se desarrollan a partir de formas intermedias como el retinol y los
ésteres de retinilo (los menos irritantes de los dos) que poseen una capacidad

regeneradora parecida, pero con efectos secundarios menores.

El tazaroteno es un retinoide de segunda generacidon que se une de forma
selectiva a los receptores RAR-y y RAR-B. Reduce la atipia celular y restaura la
polaridad de los queratinocitos. Varios ensayos han demostrado que el

tazaroteno es eficaz para reducir las arrugas finas, la hiperpigmentacion
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moteada, los lentigos, la despigmentacion irregular, la elastosis y la rugosidad

de la piel *.

1.3.3. Prevencion terciaria: tratamiento

El respaldo de la investigacién y la base cientifica para la mayoria de los
tratamientos que se usan hoy dia para revertir los signos del
fotoenvejecimiento, siguen siendo limitados, y solo unos pocos demuestran, a
nivel histolégico, modificaciones evidentes en la piel. Aun asi, los avances en las
Ultimas décadas han permitido formular productos con ingredientes

biolégicamente activos muy prometedores.

1.3.3.1. Alfa hidroxiacidos

Los alfa hidroxiacidos (AHAs) son un grupo de acidos organicos solubles,
derivados de productos lacteos (acido lactico), frutas (acido malico y acido
citrico) o la cafia de azucar (4cido glicélico), con propiedades regeneradoras .
Actlan tanto en la epidermis como en la dermis y sus efectos dependen de su
concentracidn y del pH. Su formulacién en altas concentraciones (por ejemplo,
acido glicélico al 35% y mas) promueve la exfoliacién quimica de la epidermis y,
en bajas concentraciones, normalizan las capas epidérmicas al adelgazar el
estrato cérneo, mientras promueven el engrosamiento de la capa granular. En
la dermis, se cree que estimulan la sintesis de colageno y de 4cido hialurdnico.

Entre sus efectos secundarios destaca la irritabilidad de la piel.

1.3.3.2. Microdermoabrasion

En el proceso de cicatrizacién de las heridas, las citoquinas pro-inflamatorias,
son las primeras moléculas en activarse tras producirse el dafio en la piel,
realizando un papel clave en la regulacion de la respuesta de las células inmunes

durante la regeneracion de la piel 7°.
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Mediante procedimientos minimamente invasivos, como la
microdermoabrasién, se produce una lesidn epidérmica superficial con el
objetivo de desencadenar una respuesta curativa al estimular la secrecién de
factores de crecimiento (como TGF-B1) y citoquinas (IL-1, la IL-6 y el TNF, entre
otras) que activan a los fibroblastos para inducir la sintesis de coldgeno, con el

fin de ayudar a la regeneracidn del tejido y la cicatrizacion de la herida %7,

1.3.3.3. Sistemas de laseres

El principal tipo de laser utilizado en el tratamiento del fotoenvejecimiento y en
general en dermatologia, es el ldser de CO; fraccionado. La energia emitida por
este laser (10.600 nm) es absorbida por el agua contenida en los tejidos,
calentandolos hasta la temperatura de vaporizacion del agua. De este modo, se
consigue eliminar capas superficiales de la piel de forma controlada. El calor del
laser también penetra hasta capas mas profundas donde los fibroblastos
dérmicos sintetizan nuevas fibras de coldgeno y elastina >872, Entre los efectos
no deseados se encuentran la formacién de cicatrices hipertroficas vy

alteraciones pigmentarias.

1.3.3.4. Biopéptidos

Los biopéptidos son fragmentos de proteinas que no presentan actividad
biolégica cuando se encuentran formando parte de una proteina; sin embargo,
cuando ésta se hidroliza, los péptidos se separan y son capaces de ejercer
efectos bioldgicos especificos, por lo que se les denominan péptidos bioactivos
o biopéptidos. La actividad de los biopéptidos depende de su composicion,
secuencia, longitud (de 2 a 20 residuos de aminodcidos) y polaridad 3. Los
biopéptidos se suministran de forma oral o tdpica, sin embargo, son inestables
y poseen baja permeabilidad, por lo que, para su uso tdpico, se suelen conjugar
con 4acidos grasos como el acido palmitico y sus derivados, aumentando asi su

permeabilidad 7*. Después, son transportados por el torrente sanguineo hasta

36



I. Introduccién

las células receptoras donde ejercen su accion. Actualmente se han sintetizado
multitud de biopéptidos provenientes de proteinas tanto animales como
vegetales, con actividad antiinflamatoria, inmunomoduladora, antimicrobiana,

75 para tratar el desarrollo de

analgésica, antioxidante y anticancerigena
muchas enfermedades crénicas como la diabetes o la hipertensién, alergias,

enfermedades neoplésicas o el envejecimiento cutdneo 7.

Uno de los biopéptidos mas conocidos en el tratamiento tdpico del
fotoenvejecimiento es un subfragmento del propéptido carboxilo terminal del
colageno tipo |, compuesto de lisina, treonina, treonina, lisina y serina (KTTKS),
y su derivado conjugado con palmitoil (pal-KTTKS). Estos polipéptidos poseen la
capacidad de reducir las arrugas y mejorar significativamente la textura de la
piel al desencadenar procesos celulares, como inhibir la degradacion del
colageno, aumentar la produccién de MEC y aumentar la expresién de coldgeno

tipo Ly 11177,

1.3.3.5. Agentes despigmentantes

Como ya se ha mencionado anteriormente, la melanina es el pigmento
responsable del color de la piel y la enzima tirosinasa es la encargada de catalizar
su sintesis. Es por ello, que la mayoria de los agentes despigmentantes se basan

en la inhibicidn de la tirosinasa.

Uno de los agentes despigmentantes mdas ampliamente estudiado es la
hidroquinona. Se trata de un principio activo de uso tdpico que reduce la
produccién de melanina. A bajas concentraciones (2%) se une a la enzima
tirosinasa para inhibir su actividad, impidiendo asi la produccién de
melanosomas. Sin embargo, existe un gran nimero de controversias acerca de
la seguridad de la hidroquinona, como su asociacidn con neoplasias malignas;
es por ello, que en muchos paises su uso en el blanqueamiento de la piel ha sido

prohibido 78, Otros inhibidores empleados en la despigmentacién de la piel
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como la arbutina, el acido kéjico, el acido azelaico, el dcido L-ascérbico, el dcido
elagico y el 4cido tranexamico también han demostrado ser inestables y causar

toxicidad °.

1.3.3.6. Componentes enzimaticos

El objetivo principal es mejorar la reparacion del ADN mediante el suministro de
enzimas bioldgicas activas dispuestas en una formulacién absorbible 8. Diversos
estudios han demostrado esta capacidad reparadora en dos enzimas: la

fotoliasa y la endonucleasa.

La enzima fotoliasa no estad presente en los genomas de todos los mamiferos,
sin embargo, puede encontrarse en otras especies animales, plantas y bacterias.
Esta enzima destruye los CPDs que se forman en el ADN dafiado; ademas, ayuda
a la regeneracion celular y a reducir la inflamacion de la piel mediante la

inhibicion de la IL-6 720,

La endonucleasa se obtiene de la bacteria Micrococcus luteus. Esta enzima
mejora la eficiencia y la velocidad de reparacidon del ADN; ademads, estimula la
regeneracién de la piel, disminuye la degradacién de los componentes de la MEC

y reduce los mediadores pro-inflamatorios 7,2,

1.4. MEDICINA REGENERATIVA

La medicina regenerativa ha surgido como una nueva disciplina médica
impulsada fundamentalmente por los nuevos conocimientos sobre las células
madre y su capacidad para diferenciarse en células de diferentes tejidos. El
objetivo de este campo multidisciplinar es reparar, regenerar o reemplazar
células, tejidos u érganos disfuncionales utilizando los propios mecanismos intra
y extracelulares que el organismo emplea en su autorreparacion 8. Para ello, la

medicina regenerativa se sustenta, individualmente o en combinacion, en: i) la
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terapia celular, mediante el uso de células autélogas o alogénicas y elementos
subcelulares, ii) la ingenieria de tejidos, mediante el uso de biomateriales de

andamiaje, y iii) la terapia génica.

La terapia celular utiliza las células madre o sus derivados mediante dos
mecanismos de accidn: el injerto de células madre para reemplazar células o
tejidos danados, y la estimulacién de los procesos de autorregeneracion del
tejido enddgeno, a través de efectos troficos mediados por la secrecion de

citoquinas y factores de crecimiento &2

Debido a la alta proliferacion, diferenciaciéon multiple y capacidad unica de
autorrenovacion, las células madre constituyen un tratamiento prometedor en
diversas patologias, entre las que se encuentran la diabetes mellitus, leucemia
mieloide crénica, cirrosis, fibrosis pulmonar, enfermedad de Crohn, insuficiencia

cardiaca, trastornos del sistema nervioso o lesiones cutaneas .

1.4.1. Células madre

Las células madre, presentes en la mayoria de organismos multicelulares, son
células indiferenciadas que poseen dos condiciones fundamentales. En primer
lugar, la célula debe tener la propiedad de autorrenovacion. Esto significa que
tiene la capacidad de preservar su estado indiferenciado después de numerosos
ciclos de division celular. En segundo lugar, debe cumplir el criterio de
plasticidad, que hace referencia a la capacidad de diferenciarse, adoptando la
expresion de un perfil genético que con el tiempo conduzca hacia un fenotipo
celular especifico 3%, Son esenciales para el desarrollo, crecimiento,
mantenimiento y reparaciéon de los tejidos y dérganos. Obedeciendo a su

potencial de diferenciacidn, las células madre se clasifican en cuatro grupos:
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Figura 7. Potencial de diferenciacion de las células madre. Representacién adaptada de
Tewary y cols. %, ESCs (células madre embrionarias), HSCs (células madre
hematopoyéticas), MSCs (células madre mesenquimales), iPS (células madre
pluripotentes inducidas).

Células madre totipotentes

Las células que pertenecen a este grupo son aquellas que se encuentran en los
estadios iniciales del desarrollo embrionario: blastomeros, células de la mérula
y zigoto. Este ultimo constituye la célula madre totipotente por excelencia,
formada mediante la unién del gameto masculino con el gameto femenino &,
Tienen la capacidad de diferenciarse en cualquiera de los tipos celulares que dan
un organismo completo: tejido embrionario (ectodermo, mesodermo vy
endodermo) y tejido extraembrionario (placenta, amnios, saco vitelino,

alantoides y corion).

Células madre pluripotentes

Poseen la capacidad de diferenciarse en cualquiera de las células
correspondientes a los 3 linajes embrionarios (endodermo, ectodermo vy

mesodermo), incluyendo las células sexuales o germinales que componen un
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organismo adulto. Se localizan en la masa celular interna del blastocisto. Estas
células pueden cultivarse in vitro dando lugar a las células madre embrionarias
(ESCs, del inglés Embryonic Stem Cells), que se forman 7 dias después de la

fertilizacion.

Este tipo de células pueden ser obtenidas también mediante reprogramacion
genética, originando las células madre pluripotentes inducidas (iPS, del inglés

Induced Pluripotent Stem Cells) %.

e (Células madre embrionarias (ESCs)

Derivan de la masa celular interna del blastocisto y tienen la capacidad de
proliferar indefinidamente mientras se mantiene su pluripotenciay la capacidad
de diferenciarse en las tres capas germinales y, por lo tanto, en cualquier tipo
celular. Estas células pueden expandirse in vitro manteniendo su estado
indiferenciado durante largos periodos de tiempo #. Las ESCs humanas pueden
usarse para tratar enfermedades como el Parkinson, la diabetes o lesiones de la
médula espinal. Sin embargo, la utilizacién de las ESCs presenta importantes
desventajas relacionadas con el problema ético planteado por la necesidad de
destruir el embrién y la falta de seguridad en su uso por la formacién de

teratomas .

e (Células madre pluripotentes inducidas (iPS)

Las iPS se desarrollan mediante la reprogramacion de las células somaticas
adultas en el laboratorio, obteniendo células desdiferenciadas con potencial de
proliferacién y diferenciacién similares a las de las ESCs °. Por razones éticas, y
dado que las fuentes para obtener ESCs humanas son escasas, las células iPS se
han utilizado principalmente para estudiar mecanismos de diferenciacién y
enfermedades con origen en el desarrollo, incluido el autismo y otros trastornos

cerebrales.
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En la actualidad existen dos procedimientos de reprogramacién celular que han
permitido desarrollar células madre con caracteristicas similares a las ESCs. La
primera técnica fue desarrollada en 1962 por el doctor Gurdon °! y es conocida
como “somatic cell nuclear transfer”, también denominada clonacién. Consiste
en obtener el nucleo de una célula somatica o célula diferenciada y trasplantarlo
a un évulo previamente enucleado. La segunda técnica fue desarrollada en el
afio 2006 por los doctores Takahashi y Yamanaka; se basa en la alteracion
genética de la célula adulta, introduciendo cuatro genes especificos de células
madre (Oct3/4, Sox2, KIf4, y c-Myc), que son los responsables de controlar el
proceso de diferenciaciény, de esta manera, reprogramar la célula diferenciada

hacia un estado de célula madre pluripotente 9.

Células madre multipotentes

Las células madre multipotentes se encuentran en la mayoria de los tejidos y se
diferencian en células de una Unica capa germinal. Es decir, las células madre
multipotentes de un tejido mesodérmico no pueden producir células de una
capa germinal diferente como el ectodermo o el endodermo %. Se pueden
obtener del feto (FSCs, del inglés Fetal Stem Cells) y de una gran variedad de
tejidos como las células madre hematopoyéticas (HSCs, del inglés
Hematopoietic Stem Cells) que derivan de la médula ésea, o las células madre
mesenquimales, definidas también como las células del estroma
mesenquimatoso (MSCs, del inglés Mesenchymal Stem Cells) **. La mayoria de

las células madre adultas son células multipotentes.
e (Células madre adultas (ASCs)

Las células madre adultas estan presentes en tejidos y érganos adultos. Estas
células son capaces de autorrenovarse, pero poseen una capacidad limitada de
replicacién en cultivo %2, Inicialmente se definieron como células multipotentes,
sin embargo, aflos mas tarde se observd que la potencialidad de algunos tipos

de ASCs era mayor de lo esperado, con capacidad para diferenciarse en células
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de diferentes linajes #. Algunas, como las MSCs y las HSCs son capaces de
diferenciarse a diversos tipos celulares, mientras que otras son precursoras
directas de las células del tejido en el que se encuentran, como las células madre

de la piel o las células madre neuronales %,

Células madre unipotentes

A diferencia de los demas tipos de células madre, las unipotenciales, sdélo
pueden especializarse en un Unico tipo celular. En este grupo se incluyen las
células madre musculares, las epidérmicas y las del resto de epitelios de

revestimiento.

1.4.1.1. Células madre mesenquimales (MSCs)

Las MSCs fueron descubiertas por Friedenstein en el estroma de la médula ésea
en la década de 1960. En aquella época, fueron descritas como células no
fagociticas, de aspecto fibroblastico y capaces de formar colonias adherentes, y
se denominaron "unidades formadoras de colonias fibroblasticas" (CFU-F).
Como resultado de su supuesta capacidad de autorrenovacion y diferenciacion,
Caplan consideré por primera vez las células estromales derivadas de la médula

6sea como células madre y las denominé MSCs *°,

Las MSCs son células madre adultas presentes en la mayoria de los tejidos,
habiéndose demostrado su presencia en la médula ésea, tejido adiposo, pulpa
dental, la sangre periférica, el cordén umbilical, liquido amniético, placenta,
tejidos fetales, musculo esquelético, periostio, pulmones y liquido sinovial y
cartilago 82°¢, Estas células pueden diferenciarse en diferentes tejidos como

hueso, cartilago, piel o células del tejido adiposo .

La sociedad internacional para la terapia celular y génica (ISCT) establecid en

2006 las caracteristicas minimas de identificacién para las MSCs humanas 9%8;

43



I. Introduccién

a) Deben ser células adherentes al plastico cuando se mantienen en
condiciones de cultivo estandar.

b) Deben expresar los marcadores de superficie especificos CD105*, CD73*
y CD90%, y no deben expresar el antigeno panleucocitario CD45’, el
marcador progenitor hematopoyético y endotelial CD34", los antigenos
monocitos/macréfagos CD14 o CD11b, los antigenos linfocitos B CD79
o0 CD19;, ni el antigeno leucocitario humano clase Il antigeno (HLA)-DR’,
para excluir la contaminacién hematopoyética.

c) Deben tener la capacidad de diferenciarse en osteoblastos, adipocitos y

condroblastos in vitro.

La utilizacién de MSCs en medicina regenerativa presenta algunas ventajas en
comparacién con otros tipos de células madre. Su uso evita los problemas éticos
derivados del uso de embriones y los problemas de seguridad relacionados con
la formacién de tumores en pacientes receptores de ESCs o iPS. Ademads, en
trasplantes alogénicos, no activan las respuestas inmunitarias del huésped que
generalmente son responsables del rechazo de las células y d&rganos

implantados.

Las MSCs secretan un amplio espectro de factores de crecimiento, citoquinas,
guimiocinas, factores antiinflamatorios y pro-angiogénicos, poseen funciones
inmunomoduladoras y pueden activar la proliferacion de las células madre
endodgenas. Por todo ello, las MSCs se han utilizado en multitud de estudios
preclinicos y clinicos obteniéndose resultados prometedores en el tratamiento
de enfermedades cardiovasculares, lesiones cerebrales y de la médula espinal,
accidentes cerebrovasculares, diabetes, lesiones de cartilago y huesos,
enfermedad de Crohn y enfermedad de injerto contra huésped (GVHD), entre

otras 2.
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Células madre mesenquimales humanas derivadas de tejido adiposo

(hASCs)

Las hASCs (del inglés Human Adipose derived Stem Cells) son células
progenitoras multipotentes, indiferenciadas y autorrenovables que constituyen
la fraccion del estroma vascular del tejido adiposo. Muestran plasticidad de
desarrollo de multiples linajes como el cartilago, hueso o grasa, y comparten
marcadores de superficie y el perfil genético con las células madre
mesenquimales derivadas de la médula dsea (BM-MSCs, del inglés Bone Marrow
Mesenchymal Stem Cells). Las hASCs muestran la combinacidon de marcadores
de superficie especifica de células madre (CD90*, CD105*, CD73*, CD44* y
CD166%), y carecen de la expresidon de los marcadores hematopoyéticos (CD45

y CD34).

El uso de las hASCs en terapia celular ofrece ciertas ventajas frente a otros tipos

de MSCs 29100;

e La facilidad de aislamiento de la grasa subcutdnea mediante técnicas
minimamente invasivas como el lipoaspirado.

e Ladisponibilidad de hASCs en el tejido adiposo es muy superior que en
la médula ésea. Comprenden aproximadamente el 2% de las células
nucleadas en el lipoaspirado, en comparacién con sélo el 0.001-0.004%
en la médula ésea.

e Songenética y morfolégicamente mas estables en cultivos a largo plazo,
con menor senescencia y mayor capacidad proliferativa.

e No muestran una correlacion estadisticamente significativa entre la
calidad y capacidad de proliferacién de la linea celular, y la edad del

paciente.
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1.4.1.2. Mecanismos de accion de las MSCs

Las MSCs han sido objeto de una intensa investigacién cientifica desde su
descubrimiento inicial por Alexander Friedenstein a finales de la década de 1970.
Sus importantes propiedades regenerativas, asi como su aparente capacidad

para alterar el microambiente en los tejidos lesionados ha motivado el

desarrollo en los ultimos afios de multiples estudios para analizar su potencial
terapéutico en muchas enfermedades. Segun datos del Instituto Nacional de la
Salud (NIH) de los Estados Unidos, en 2020 se realizaron un total de 965 ensayos

clinicos basados en las MSCs %%,

Dicho potencial terapéutico puede atribuirse a tres mecanismos clave de accién.
El primero es la migracion dirigida (homing), por el cual las células madre
administradas por via sistémica migran de manera dirigida al foco de la lesion
debido a los gradientes de quimiocinas. El segundo mecanismo es la capacidad
de diferenciacion en multiples tipos celulares, que se injertan localmente en los
tejidos e inducen la restauracién de su estructura y funcién. El tercer mecanismo
de accidn es la funcidn troéfica de las MSCs, llevada a cabo mediante la secrecién
paracrina de factores bioactivos que pueden modular los procesos fisioldgicos

locales y sistémicos 12,

Homing
El término homing describe la capacidad de las células madre para movilizarse
de manera dirigida hacia los tejidos lesionados, lo cual es un mecanismo critico
para la organogénesis durante el desarrollo y para la homeostasis y la reparaciéon
en la edad adulta %, Este proceso de migracidn dirigida ocurre en respuesta a
sefiales extracelulares producidas en el foco de la lesidn, entre las que se
encuentra la liberacién de quimiocinas por parte de las células dafiadas. El

gradiente de quimiocinas liberado desde el lugar de la lesién atrae a las MSCs
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trasplantadas, produciendo su migracion mediante un proceso denominado

quimiotaxis 1%,

La administracidon terapéutica de las MSCs se puede llevar a cabo de manera
sistémica o local en el lugar de la lesion, razén por la cual es necesario distinguir
los mecanismos del homing sistémico y no sistémico. En el homing no sistémico
las MSCs se trasplantan localmente en el tejido dafiado donde se dirigen al lugar
de la lesién mediante el mencionado gradiente de quimiocinas %1%, El homing
sistémico requiere el reclutamiento endégeno o el trasplante de MSCs dentro
de la vasculatura de un tejido, seguido de la transmigracién a través del
endotelio para llegar al lugar de la lesién 7% Se ha demostrado que la
migracion a los tejidos lesionados ocurre a través de un proceso similar al de la
migracion de leucocitos. Asi, la quimioatraccidn esta mediada por receptores de
guimiocinas presentes en la superficie de las células madre. Aunque el
mecanismo exacto de la interaccién entre las células endoteliales y las células
madre en el sitio objetivo no esta bien establecido, parece que las integrinas y
selectinas se encuentran implicadas en estas interacciones, que se desarrollan

en los siguientes cinco pasos '%:

Anclaje y rodado o rolling: las MSC expresan CD44*, que se adhiere a las

selectinas expresadas por las células endoteliales, dando lugar a que la célula
comience a rodar a lo largo de la pared vascular. Las selectinas implicadas en
este proceso siguen siendo un drea activa de investigacion. Riister y cols.
demostraron que los anticuerpos anti-selectina P suprimen la unién de las MSCs
a las células endoteliales, mientras que la selectina P inmovilizada es suficiente
para inducir el rolling de las MSCs 1%. Sin embargo, las MSCs no expresan la
glicoproteina ligando 1 de la selectina P (PSGL-1) para interactuar con la
selectina P, por lo que algunos estudios sugieren que la galectina-1 o CD24

podria actuar como posible ligando de la selectina P en las hASCs.
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Activacidn: esta fase ocurre gracias a los receptores de quimiocinas acoplados a
proteinas G, generalmente en respuesta a senales inflamatorias. El factor
derivado de células estromales 1 (SDF-1) liberado por las células endoteliales, se
une al receptor de quimiocinas CXCR4 de las MSCs. Sin embargo, algunos
investigadores sugieren que las MSCs no expresan CXCR4, por lo que deberian

estar involucrados otros receptores como, por ejemplo, CXCR7.

Adhesion: las MSCs expresan la integrina a4B1 (VLA-4), la cual se activa en
respuesta a quimiocinas como SDF-1. Tras su activacion, la integrina VLA-4 se

une a la molécula 1 de adhesidén vascular (VCAM-1) de las células endoteliales.

Transmigracién endotelial (diapédesis): en esta etapa, las MSCs atraviesan la

capa de células endoteliales y la membrana basal para alcanzar el espacio
perivascular del tejido lesionado. Para ello, las MSCs secretan MMPs, que
degradan la membrana basal endotelial en respuesta a las citocinas

inflamatorias que sirven como sefial para la migracion hacia el tejido dafiado.

Migracién extravascular: finalmente, las MSCs migran al lugar de la lesidn

guiadas por sefiales quimiotacticas liberadas en respuesta al dafio tisular. Estas
sefiales incluyen el factor de crecimiento derivado de plaquetas AB (PDGF-AB) o
el factor de crecimiento similar a la insulina 1 (IGF-1), y en menor medida, las
guimiocinas RANTES (quimiocina expresada y secretada tras la activaciéon de las

células T normales), quimiocina derivada de macréfagos (MDC) y SDF-1.
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Figura 8. Descripcion general de los mecanismos moleculares que facilitan cada etapa

del homing sistémico en MSCs. Representacién adaptada de Ullah y cols. 1%,

Potencial de diferenciacion

Aunque los diferentes tipos de MSCs comparten caracteristicas fundamentales,
deben ser consideradas como poblaciones heterogéneas, y sus propiedades y
funciones de diferenciacidn pueden variar segun la fuente celular y los métodos

de aislamiento, cultivo y manipulacién de las células 112111,

Como se ha mencionado anteriormente, las MSCs tienen la capacidad de
diferenciarse a tipos celulares del linaje mesodérmico (adipogénico,
osteogénico y condrogénico). Sin embargo, en ciertas condiciones de cultivo,
qgue incluyen factores especificos inductores de la diferenciacion, las MSCs
también pueden adquirir las caracteristicas propias de tipos celulares originados
a partir de las demas capas germinales, como neuronas o fibroblastos, mediante

un proceso de transdiferenciacion 112,

Desde el primer descubrimiento del potencial de diferenciacion de las MSCs, se
han realizado multitud de ensayos para producir poblaciones de MSCs

diferenciadas en hueso, cartilago, tendén, musculo, tejido adiposo o estroma de
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soporte hematopoyético, entre otros 3. El proceso de diferenciacion en las
células maduras especificas estd controlado por diversas citocinas, factores de
crecimiento, moléculas de matriz extracelular y factores de transcripcién,
siendo estos ultimos los maximos responsables del aumento de la expresién de
los genes encargados de la induccidon y la progresion de la diferenciacion celular
114 Por otro lado, los factores epigenéticos conducen a las MSCs a
comprometerse con un linaje particular, al reprimir genes asociados con la
diferenciacion a linajes alternativos *°. Ademds, es fundamental considerar la
influencia de su tejido de origen, su nicho. El nicho de células madre es un
microambiente especializado que mantiene y regula el conjunto de células
madre %6, Abarca todos los elementos que rodean inmediatamente a las células

madre en su estado indiferenciado, incluyendo el resto de células, la matriz

extracelular y las moléculas solubles que se encuentran en ese entorno /.

Funcion trofica

La funcion tréfica de las MSCs hace referencia a la capacidad funcional de estas
células para producir un efecto reparador, bien mediante el contacto célula-
célula o a través de la secrecidn paracrina de una amplia gama de moléculas
bioactivas involucradas en las interacciones entre las propias MSCs o con el
microambiente circundante 2, El conjunto de estos compuestos producidos y
liberados por las MSCs, conocido como secretoma, incluye proteinas solubles
como citocinas, quimiocinas, factores de crecimiento y hormonas, ademas se
vesiculas extracelulares (EVs) como los exosomas, cuerpos apoptoéticos y
microparticulas 18, Las moléculas bioactivas intervienen en diferentes procesos
gue favorecen la remodelacion de los tejidos, como la proliferacion celular, la
guimiotaxis, la migracion, angiogénesis, la inmunomodulacién o |Ia
neuroproteccién, 1%, La capacidad de secretar distintos factores bioactivos es
especifico de cada célula y depende de la fuente histoldgica de las MSCs, el

microambiente circundante, e incluso de la edad de la persona. Todas estas
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moléculas bioactivas pueden ser obtenidas en condiciones adecuadas de
laboratorio; asi, tras la correcta expansién in vitro de las MSCs, los factores
bioactivos liberados al medio de cultivo pueden ser recogidos en el denominado

medio acondicionado (CM, del inglés Conditioned Medium) °.

1.4.1.3. Factores de influencia en la eficacia de las MSCs

En los ultimos afios se han desarrollado gran cantidad de ensayos clinicos que
han demostrado una buena tolerancia y seguridad en la terapia con MSCs, sin
embargo, existen discrepancias con respecto a su eficiencia en el tratamiento
de algunas enfermedades estudiadas. Este hecho puede deberse a la falta de
procedimientos estandar para el aislamiento, cultivo, expansiéon y trasplante de
las MSCs utilizadas en los ensayos clinicos, lo que dificulta las comparaciones y
la reproducibilidad de los resultados. Ademas, es necesario seguir avanzando en
la investigacion para determinar y establecer protocolos acerca de la dosis
Optima de células, el momento y la ruta de administracién, el curso del

tratamiento y el uso adecuado de coestimuladores para cada afeccién 1%°,
Tejido de origen

Las MSCs son poblaciones heterogéneas cuya eficacia bioldgica y fenotipo
pueden variar segin el tejido de origen o la edad de los donantes %3,
Tradicionalmente la fuente predominante de MSCs ha sido la médula ésea, pero
con el paso del tiempo se han identificado otros tejidos de los que se pueden
aislar las MSCs como el tejido adiposo, tejidos dentales, piel y prepucio, glandula
salival o tejidos perinatales. Ademas, el niUmero, la esperanza de vida maxima,
y el potencial de diferenciacion de las MSCs disminuyen con la edad, sin
embargo, las MSCs derivadas de tejidos fetales tienen una alta capacidad de
proliferacién durante mas tiempo. Algunos estudios han examinado el potencial

adipogénico y osteogénico de las MSCs del cordén umbilical y han demostrado

que las provenientes de la gelatina de Wharton y la arteria muestran mayor
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diferenciacién hacia linajes adipogénicos y osteogénicos, mientras que las
células aisladas de la vena muestran una diferenciacion mas heterogénea siendo
predominantemente adipogénica 3. Ademas, las MSCs derivadas de tejidos
embrionarios y postnatal poseen mayor capacidad de diferenciacién que las

MSCs de tejidos adultos 121,
Protocolos de aislamiento celular

En segundo lugar, existe una falta de protocolos estandarizados para el
aislamiento y expansion del cultivo. Las MSCs generalmente se aislan como una
poblacién de células adherentes al pldstico mediante protocolos de cultivo de
explantes o mediante hidrdlisis enzimatica que degrada la MEC para aislarlas de
los tejidos blandos. Se he demostrado que el aislamiento celular mediante el
cultivo de explantes proporciona poblaciones celulares mds homogéneas que
las obtenidas mediante procedimientos enzimaticos, probablemente debido a
gue las células estan protegidas del estrés proteolitico y mecanico. Ademas, el
aislamiento mediante explantes favorece la liberacidon de citocinas y factores de
crecimiento al medio, reduce el tiempo de proliferacién celular y permite la
expresion simultdnea de marcadores de superficie CD73, CD90 y CD105 y
ausencia de CD14, CD31, CD34 y CD45 en todas las poblaciones de MSCs 113,

Expansidn del cultivo

El nimero de células necesarias para su uso clinico (de 50 a 400 millones de
células) es mucho mayor del que se puede aislar del tejido donante (0.01-
0.001% de MSCs en médula désea, por ejemplo), por lo que es necesaria la
expansion del cultivo para obtener un nimero mayor de células. Sin embargo,
las MSCs mantenidas en condiciones de cultivo estdndar, alcanzan la
senescencia después de un numero limitado de divisiones, afectando a su
capacidad de proliferacién y potencial de diferenciaciéon ?°. Wagner y cols.

demostraron que las MSCs cultivadas durante 43-77 dias mostraban anomalias
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morfoldgicas, una reduccidn de la expresidon de marcadores especificos y
detencion de la proliferacion 22, También se ha relacionado la acumulacién de
ROS en los cultivos senescentes con una disminucidn de la adhesion en el injerto
de MSCs trasplantadas 3. Ademas, se ha sugerido que las alteraciones en la
regulacion de los mecanismos moleculares que mantienen a las MSCs en un

estado quiescente, no proliferativo, puede producir carcinogénesis 12,

Por otro lado, existen distintos factores que pueden afectar a la calidad de las
MSCs durante su cultivo como la concentracidn de suero, la composicidn del
medio, los sustratos de cultivo, la concentracion de glucosa, la densidad de
siembra celular, el nUmero de pases, las concentraciones de O,y CO, el pHy la

temperatura 113,
Tipo de medio de cultivo

El suero contiene factores de crecimiento y compuestos nutricionales
necesarios para el mantenimiento de los cultivos, sin embargo, el suero es un
compuesto xenogénico complejo con alta variabilidad entre lotes, riesgo de
contaminacion por patégenos y con efectos inmunizantes. Las MSCs
previamente cultivadas en medios suplementados con suero bovino fetal (FBS,
del inglés Fetal Bovine Serum) podrian contaminarse con proteinas bovinas
causando una reaccion inmunolégica después del trasplante y su posterior
rechazo 1%, Estas desventajas han hecho plantearse la seguridad del suero de
origen animal y buscar alternativas como los derivados de sangre humana
autéloga o alogénica, que incluyen el suero humano, lisado de plaquetas (hPL)
y suero de sangre del cordén umbilical. Se ha observado que las MSCs cultivadas
en suero humano muestran una mayor capacidad de proliferacién en
comparacion con las cultivadas en FBS al 10%. Ademas, se ha demostrado que
el hPL contiene factores de crecimiento que mantienen el potencial de
diferenciacion e inmunomodulador de las MSCs, junto con una tasa de

proliferacién significativamente mayor en comparacion con las MSCs cultivadas
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en FBS 13, Ademds de las ventajas en el uso de derivados de sangre humana en
cuanto a la expansién de los cultivos, Gottipamula y cols. demostraron que el
potencial de diferenciacion de las MSCs también se ve aumentado con respecto
al uso de FBS. Asi, las BM-MSCs cultivadas en hPL muestran un mayor potencial
de diferenciacién condrogénico y osteogénico que las cultivadas en FBS,

mientras que el potencial de diferenciacién adipogénico es similar 12,
Via de administraciéon

Existen diferencias en el efecto terapéutico de las MSCs segun la via de

administracién utilizada, que puede ser sistémica o local.

En general, la administracién local es mas ventajosa en la ingenieria de tejidos
en combinacidn con biomateriales, aumentando el tiempo de supervivencia
celular tras su administracién. Ademas, el caracter invasivo del trasplante local
no es factible para una aplicacidn clinica generaliza. De hecho, el tratamiento de
determinados érganos de dificil acceso, como el corazén o el cerebro, a través

de esta via puede suponer un riesgo considerable.

En la administracidn sistémica, las MSCs son inyectadas en el sistema
circulatorio y atraidas hacia el tejido dafiado mediante gradientes quimicos. Se
trata de una via de administracidn menos invasiva que la administracion local,
lo que permite prolongar el tiempo de tratamiento mediante la inyeccién
reiterada de las MSCs. Ademas, el trasplante sistémico permite una mayor
viabilidad celular y el mantenimiento de un secretoma estable. Sin embargo,
muchas células no llegan al lugar de la lesién al quedarse retenidas en los
drganos muy capilarizados como el pulmén, el bazo y el higado, formando

pequefios émbolos que pueden dafiar la funcionalidad de esos érganos 10>123,
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Momento del tratamiento

Los resultados de los estudios en animales indican que la fase temprana de la
lesion o las fases agudas y subagudas de las enfermedades pueden ser el
momento dptimo para la terapia con células madre '*°. Asi, Behr y cols.,
utilizando un modelo ovino de lesion inducida por isquemia y reperfusion,
investigaron el efecto del injerto de MSCs autélogas inyectadas en la arteria
renal para evaluar las consecuencias del trasplante celular en una fase tardia de
la lesién. Los resultados mostraron que hubo un aumento significativo de
estructuras tubulares y glomerulares cuando las células se inyectaron poco
después de la lesién ¥, De manera similar, De Vasconcelos dos Santos y cols.,
utilizando un modelo de rata con isquemia cerebral focal, demostraron que
hubo un aumento de las funciones sensorial y motora cuando las células fueron
inyectadas un dia después de la lesion 28, Otros estudios, como los llevados a
cabo por Komatsu y cols. con un de modelo de infarto cerebral murino, sugieren
gue el momento de administracion de las MSCs podria demorarse hasta un mes
después del infarto '?°. En cualquier caso, dada la escasez de datos clinicos al
respecto, es preciso disponer de un mayor numero de evidencias sobre la
influencia de los diferentes momentos de administracién en la eficacia de las

MSCs y la ventana terapéutica con estas células.
Dosis de administracion

Existe una fuerte correlacidon entre el nimero de células trasplantadas y los
resultados terapéuticos en el tratamiento de las distintas enfermedades %,
Henning y cols. demostraron que el tamafio del infarto de miocardio disminuye
al aumentar el nimero de células mononucleares de sangre de cordén umbilical
humano trasplantadas 3. En cualquier caso, la dosis 6ptima de células difiere
en funcidn del tipo de enfermedad y el estado del paciente, asi como de otros

factores ya comentados anteriormente, como el tipo, viabilidad y pureza de las

MSCs, y la via de administracion celular, entre otros.
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1.4.1.4. Limitaciones y riesgos de la terapia con MSCs

Las células madre interactian con el microambiente especifico que las rodea.
Reciben y responden a las sefiales de su entorno inmediato para reaccionar a
las necesidades cambiantes de los tejidos y para mantener su propia funcidn 3,
De hecho, estd demostrado que las moléculas de sefalizacidn paracrina son
primordiales para la migracidn y el injerto de las MSCs en el lugar de la lesion. El
tejido lesionado muestra un microambiente pro-inflamatorio dafiino,
caracterizado por condiciones extremas de estrés oxidativo debido a la
presencia de niveles altos de ROS, un pH bajo, baja tensién de O y déficit de
nutrientes 32, De este modo, el microambiente del huésped puede modular las
propiedades y funciones bioldgicas de las MSCs, asi como su capacidad

133 Para ello, las MSCs deben

terapéutica después de su administraciéon
sobrevivir el tiempo suficiente para migrar de manera eficaz al lugar de la lesién
y ejercer plenamente sus funciones bioldgicas. Sin embargo, la mayoria de las
células trasplantadas desaparecen en las primeras 24 horas y sélo el 1%

sobreviven mas de una semana después de la administracidn sistémica.

Por otro lado, en la actualidad, existen pocas evidencias de los efectos
secundarios de la terapia con células madre, como la formacién de granulomas
o la inmunodeficiencia y, lo que es mas importante, la bioseguridad a largo
plazo. En este sentido, una de las mayores preocupaciones en este ambito es el
posible riesgo de tumorigénesis. Diversos estudios sugieren que las MSCs
pueden contribuir a la progresion tumoral, al desarrollo de metastasis, e incluso
a la resistencia al tratamiento 3% Cabarcas y cols. han sefialado que dicho
estimulo de la progresidon tumoral puede estar mediado por la secrecién por
parte de las MSCs de CXCL12, IL-6 e IL-8 3> 0, como indican, Davis y cols., de
factores como el inhibidor de la via de sefializacion de TGF, Gremlin 1, que

promueve un estado celular indiferenciado %,
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1.4.2. Secretoma de las MSCs: propiedades terapéuticas

Desde que Haynesworth y cols. 37 descubrieron el secretoma, se han llevado a
cabo multitud de estudios que han revelado que el beneficio terapéutico de las
MSCs no sélo es atribuible a su capacidad de diferenciacién, sino también a los
factores que secretan. Se cree que el 80% del potencial terapéutico de las MSCs
se debe a su actividad paracrina . Asi, los productos paracrinos de las MSCs se
consideran la alternativa al uso de las propias células en terapia regenerativa, lo

cual ofrece las siguientes ventajas 102132

e Evita problemas de seguridad como la contaminacion con células
oncogénicas y la division celular no controlada. También evita
problemas asociados con el trasplante de células vivas como la
compatibilidad inmune, la posible tumorigenicidad, la formacién de
émbolos y la transmision de infecciones.

e Los componentes del secretoma se pueden biomodificar y escalar a
dosis especificas para obtener un producto final con mayor
rendimiento. Ademas, se pueden almacenar y transportar de manera
estable debido a su naturaleza no viva.

e Elusodel CM es mas econdmico y mas practico para la aplicacidn clinica.

Los factores tréficos secretados por las MSCs inducen la angiogénesis, reducen
la apoptosis y la fibrosis, mejoran la supervivencia y diferenciacion neuronal,
estimulan la remodelacién de la matriz extracelular, restringen la inflamacién

local y modulan la respuesta inmune ¥ (tabla 4).
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Tabla 4. Principales factores tréficos liberados por las MSCs y sus respectivos efectos
terapéuticos. Tabla adaptada de Kot y cols. 104,

FUNCION FACTORES TROFICOS

IDO, PGE2, PDGF, HGF, IGF, IL-6, M-CSF, TGF-B1,-
B2

Inmunomodulacion

Neuroproteccion BDNF, GDNF, NGF

VEGF-A,-C, HGF, ANGP-1,-2, bFGF, PDGF, IL-6,

Angiogenesis MMP-2, IGF, FGF, TGF-B1, PIGF

Proliferacion VEGF, PDGF, HGF, FGF-2, BFGF, IGF-1
Migracion MMP-1,-2,-9, SDF-1, HGF, LIF, VEGF
Quimiotaxis SDF-1, HGF, CSF, IGF, VEGF, LIF, M-CSF, G-CSF

1.4.2.1. Inmunomodulacion

La inmunomodulacién es la capacidad que tienen las MSCs para regular la
actividad, proliferacidon y maduracion de las células del sistema inmune innato y
del adaptativo, mediante el contacto célula-célula y a través de la secrecidn
paracrina de factores solubles °. La evidencia actual sugiere que las MSCs
ejercen efectos inmunomoduladores variables sobre los mismos tipos de célula
inmune dependiendo de los marcadores expresados en su superficie celular, la
secrecién de diversas citocinas y los niveles de estimulacion del microambiente
local *. De este modo, las MSCs pueden desempefiar funciones pro-
inflamatorias o anti-inflamatorias, dependiendo del estimulo recibido. Este
comportamiento particular de las MSCs en presencia y ausencia de moléculas
inflamatorias se denomina polarizacién de las MSCs 2. Asi, su potencial

terapéutico radica en el efecto supresor de la inmunidad del huésped, lo cual,
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ofrece una opcién de tratamiento prometedora para enfermedades

autoinmunes, sepsis y GVHD.

Las MSCs poseen baja expresiéon del complejo mayor de histocompatibilidad |
(MHC) y carecen de expresion de MHC-Il y moléculas coestimuladoras en la
superficie celular (CD80, CD86 y CD40) y, de este modo, escapan al
reconocimiento de las células T. Esta caracteristica permite utilizar las MSCs de
manera segura para el entorno alogénico, sin riesgos potenciales de rechazo
inmune 192111, Ademds, las MSCs también regulan la maduracion de las células
dendriticas, reduciendo la activacidn y proliferacion de las células B e inhibiendo

la proliferacidn vy la citotoxicidad de las células NK 138143,

e Actividad pro-inflamatoria

Las MSCs muestran el fenotipo pro-inflamatorio cuando existen niveles bajos de
citocinas pro-inflamatorias como el interferén gamma (IFN-y) y el factor TNF-a.
En esta situacién, las MSCs producen quimiocinas como la proteina inflamatoria
de macrdéfagos (MIP)-1a/B, RANTES, quimiocina (motivo CXC) ligando 9 (CXCL9)

y CXCL10 dentro de su microambiente para activar las células T 142144,
e Actividad anti-inflamatoria

En su fenotipo anti-inflamatorio, las MSCs suprimen la respuesta inmune en
microambientes ricos en citoquinas inflamatorias, como heridas, infecciones o
trasplantes de drganos. Asi, cuando existen altos niveles de IFN-y y TNF-q, las
MSCs producen moléculas y metabolitos inmunosupresores como PGE2,
proteina del gen 6 del factor inducible de necrosis tumoral (TSG-6), lactato,
acido quinurénico y espermidina, que promueven la polarizacién de los
macréfagos de un fenotipo pro-inflamatorio a uno anti-inflamatorio. Ademas,
las MSCs mantienen a los macrdofagos, monocitos y células dendriticas en un
estado inmaduro o antiinflamatorio, evitando asi la activacion de las células T

efectoras y promoviendo la formacion de células T reguladoras (Treg). Las MSCs
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también pueden ejercer efectos directos sobre las células T mediante la
produccién de moléculas inmunosupresoras, como el oxido nitrico (NO),
indolamina 2,3-dioxigenasa (IDO), PGE2, TGF-B, hemo oxigenasa 1 (HO-1), factor
inhibidor de la leucemia (LIF), ligando 1 de muerte celular programada (PD-L1,
también conocido como B7H1), factor de crecimiento de hepatocitos (HGF) y

galectinas 144145,
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Figura 9. Efecto inmunosupresor de las MSCs en células inmunes. Inhibicién de la
proliferacion de células T y B, induccidn y regulacidon de las células Treg, polarizacién y
migracion de macréfagos, inhibicion de la funcion de las células NK e inhibicion de la
maduracidn y activacién de las células dendriticas. Los efectos inmunosupresores de las
MSCs estan mediados por factores solubles y el contacto célula-célula. Representacion
adaptada de Gao y cols. 143

1.4.2.2. Propiedades anti-apoptéticas

La muerte celular programada es un proceso bioldgico fundamental que
controla el desarrollo y crecimiento celular. Alteraciones de la apoptosis durante
las enfermedades aumentan el dafio celular y la inflamacién %, Las MSCs

previenen la muerte celular programada mediante la restauracidon del
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microambiente local, al producir proteinas inhibidoras de la apoptosis, como la
proteina Bcl-2 (linfoma de células B2), la survivina y Akt (PKB, Proteina quinasa
B), vy al disminuir la expresién de proteinas pro-apoptodticas 2. La relacidn de
Bcl-2 y la proteina X asociada a Bcl-2 (Bax) determina la sensibilidad de las
células a un estimulo patolégico. Bcl-2 predominantemente expresado evita la
liberacion de activadores de caspasa; por lo tanto, es menos probable que las
células respondan a la sefializacidn apoptética y viceversa 7. Por otro lado, el
factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF) previene la apoptosis mediante
la regulacion de la expresiéon de Bcl-2 y mediante la activacién fosforilada de la
guinasa de adhesién focal (FAK), una sefial critica de supervivencia que actua

suprimiendo la apoptosis mediada por p53 en células endoteliales vasculares.

Ademas de la capacidad de las MSCs para sintetizar proteinas que reprimen
directamente la apoptosis, también pueden secretar citocinas que neutralizan

la via apoptdtica.

1.4.2.3. Neuroproteccion

La posibilidad de que las MSCs puedan diferenciarse en células del linaje
neuronal y su capacidad para promover la neurogénesis y la supervivencia de
células nerviosas en sistemas in vitro e in vivo, sugiere que la terapia basada en
MSCs y su secretoma pueden ser eficaces en el tratamiento de enfermedades
neurolégicas. Se ha demostrado que las MSCs pueden evitar la apoptosis
neuronal in vitro, ademas de secretar factores neurotréficos que aumentan la
supervivencia de las células neuronales, inducen la proliferacion de células
madre neuronales enddgenas y promueven la regeneracién de las fibras

148149 Crigler y cols. correlacionaron la

nerviosas en el lugar de la lesidn
supervivencia y mejora del crecimiento de las neuritas con la actividad del factor
neurotroéfico derivado del cerebro (BDNF) en experimentos de co-cultivo en la

linea celular de neuroblastoma SHS-Y5Y *°. Ensayos similares llevados a cabo
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por Palomares y cols. demostraron el efecto neuroprotector del secretoma de
las hASCs mediado por BDNF, el factor neutréfico derivado de la glia (GDNF) y
TGF-B1 31, Ademads, el BDNF es un factor clave secretado por las MSCs de la
gelatina de Wharton (en el cordén umbilical) que media el alargamiento axonal
en las neuronas corticales e hipocampales de rata 1. También se han realizado
estudios para describir las subpoblaciones de MSCs que coexpresan
neurotrofinas y otras potentes moléculas neuro-reguladoras, que contribuyen a
la supervivencia de las células neuronales y la regeneracién neural. Por ejemplo,
las MSCs derivadas del cordén umbilical (hUCB, del inglés Human Umbilical Cord
Blood) secretan varios factores inmunomoduladores y neurotrdéficos in vitro,

como TGF-B1, factor neurotréfico ciliar (CNTF), neurotrofina-3 (NT-3) y BDNF 14,

1.4.2.4. Regulacidn de la angiogénesis

La angiogénesis, proceso imprescindible en la curacidon de las heridas, se define
como el proceso por el cual se generan nuevos vasos sanguineos a partir de unos
preexistentes. Varios estudios han demostrado que las MSCs promueven la
angiogénesis mediante la secrecién de factores de crecimiento como VEGF,
HGF, FGF y SDF-1 12, cuyo efecto es la induccidn de la proliferacion y migracion
de las células endoteliales, asi como también previenen su apoptosis in vitro.
Adema3s de los factores estimuladores, las MSCs también secretan inhibidores
de la angiogénesis. Recientemente, un extenso analisis protedmico del
secretoma de las MSCs estimuladas con citocinas inflamatorias condujo a la
identificacion del inhibidor tisular de la MMP-1 (TIMP-1) como la molécula
responsable de los efectos anti-angiogénicos de las MSCs 1%2. Todos estos datos
indican que las MSCs secretan un céctel equilibrado de factores solubles que

regulan la angiogénesis en funcién del microambiente.
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1.4.2.5. Propiedades antioxidantes

Los procesos inflamatorios y la desregulacidon del metabolismo que se dan como
consecuencia del dafio celular, ocasionan una disminucién de los antioxidantes
enddgenos y una reduccion de la actividad de los enzimas catalizadores de las
reacciones redox, lo que conlleva una acumulacién de ROS. Este aumento en la
produccién de ROS conduce a un estado de estrés oxidativo que, finalmente, da
como resultado un dafio mitocondrial, el agotamiento de la adenosina trifosfato
(ATP), el aumento de la peroxidacion lipidica y la activacién de las vias de muerte

celular %3,

Se ha observado que la terapia con MSCs y su secretoma reduce el estrés
oxidativo durante los procesos inflamatorios a través de su actividad
antioxidante. Actualmente, se ha propuesto que esta reduccién se debe a la
eliminacion de radicales libres, mejora de las defensas antioxidantes del
huésped, modulacién de la respuesta inflamatoria o aumento de la respiracion
celular de las células del huésped 4. Por ejemplo, se ha observado que la
liberacion por parte de las MSCs del IGF protege a los fibroblastos y a las células
epiteliales intestinales de los radicales libres, el HGF protege el epitelio
pigmentario de la retina contra el estrés oxidativo inducido por el agotamiento
de GSH y la IL-6 reduce la muerte de las células epiteliales inducida por el

perdxido de hidrogeno °.

Sin embargo, el mecanismo celular mds importante para el control del estrés
oxidativo se lleva a cabo a través del factor nuclear eritroide 2 (Nrf2). Nrf2 es un
factor de transcripcidn que regula la expresion de genes que codifican proteinas
antioxidantes, anti-inflamatorias y detoxificantes °°. En ausencia de estrés, Nrf2
se localiza en el citoplasma donde interactta con la proteina de unién a la actina,
la proteina 1 asociada a ECH similar a Kelch (Keapl), lo que lleva a su

ubiquitinacién y degradacién proteasomal *”%8, Cuando los niveles de ROS son
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elevados, Nrf2 se disocia de Keapl y se transloca al nucleo, donde se une al
elemento de respuesta antioxidante (ARE), iniciando la expresién de enzimas
desintoxicantes y proteinas antioxidantes como NAD(P)H quinona
oxidoreductasa 1 (NQO1), GSH, HO-1, SOD-1, GPx-1 y CAT 9% En |a
actualidad, se han llevado a cabo diversos estudios que demuestran el efecto
antioxidante de las MSCs a través de Nrf2, pero ademas, cada vez hay mas
evidencias de que los productos paracrinos de las MSCs pueden modular la
respuesta antioxidante de las células diana. Asi, Zang y cols. estudiaron el efecto
de las EVs derivadas de MSCs y de fibroblastos dérmicos para analizar su efecto
antioxidante en un modelo de lesién renal aguda en ratas, demostrando un
aumento de Nrf2/ARE en las células del huésped uUnicamente con las EVs
derivadas de las MSCs . Por su parte, Hong y cols. han demostrado en un
modelo de lesién de higado en ratones que el CM derivado de ASCs cultivadas

en hipoxia aumenta la expresidn de Nrf2 en las células de ratén 6.

1.4.2.6. Remodelacidn tisular y propiedades anti-fibroticas

La fibrosis es una parte esencial del proceso de cicatrizacion de las heridas
caracterizada por la formacion y el depdsito excesivo de matriz extracelular por
parte de los fibroblastos, pericitos y miofibroblastos. En la gran mayoria de los
casos, la fibrosis se desarrolla como consecuencia de una lesién epitelial o

endotelial 12,

Las MSCs son capaces de remodelar el tejido dafiado y acelerar el proceso de
cicatrizacion de las heridas gracias a su capacidad para diferenciarse en
gueratinocitos, células epidérmicas, células endoteliales, pericitos y sebocitos
de las glandulas sebdceas en la piel adyacente a la herida in vivo. Ademas, su
actividad paracrina favorece la migracién, el reclutamiento y la proliferacién de
gueratinocitos epidérmicos y fibroblastos dérmicos para acelerar el cierre de la

herida 63164, Asimismo, el secretoma de las MSCs ejerce también un efecto anti-
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fibrético mediante una disminucidn de la acumulacidn de proteinas de la matriz

185 De hecho, en el secretoma de las MSCs de ratas se han

extracelular
identificado 32 proteinas que regulan negativamente la expresién de factores

fibréticos, como las MMPs, colagenos, TGF-B y proteinas Smad.

1.4.3. Estrategias para mejorar el potencial terapéutico

A pesar de la potencialidad de las propiedades terapéuticas de las MSCs, las
principales dificultades encontradas en el tratamiento con esta poblacién
celular es mantener su viabilidad, propiedades y funcién antes y después de la
implantacion in vivo. Como se ha mencionado anteriormente, el microambiente
adverso que existe en el lugar de la lesién puede reducir las propiedades y
funciones biolégicas de las MSCs. Por ello, es necesario potenciar las funciones
de estas células para que puedan responder adecuadamente a los niveles altos
de ROS, pH bajo, baja tension de O, y déficit de nutrientes, caracteristicos del

microambiente del tejido dafiado.

Se han propuesto dos enfoques principales para mejorar el potencial
terapéutico de las MSCs con resultados prometedores: i) la ingenieria genética
de genes funcionales vy ii) el pre-acondicionamiento de las células con diversas
moléculas bioactivas o con modificaciones en las condiciones de cultivo. El
objetivo de estas estrategias es capacitar a las MSCs para hacer frente al citado
microambiente adverso existente, de modo que se pueda aumentar su
supervivencia celular, disminuir la apoptosis y facilitar la liberacién de sus
factores tréficos que lleven a cabo la accién inmunomoduladora y angiogénica

que les caracteriza (figura 10).
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Modificacién genética
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e Apoptosis 5
Neovascularizacion células trasplantadas

Figura 10. Efectos de la modificacion genética y el pre-acondicionamiento de las MSCs.
Esquema adaptado de Schidfery cols. 16

1.4.3.1. Modificacidn genética

La terapia génica es una rama de la medicina moderna que se define como la
técnica experimental que introduce ADN exdgeno en las células de un paciente
o directamente in vivo para tratar una variedad de trastornos genéticos
heredados o adquiridos. De este modo, se pueden transferir o transducir genes
responsables de la supervivencia, la migracion o las propiedades
inmunomoduladoras, directamente en las propias MSCs para mejorar su
potencial terapéutico 133, Para ello, existen métodos no virales (transfeccién) y
virales (transduccion) de manipulacion genética. La técnica de la transfeccion
utiliza métodos quimicos o fisicos para la incorporacion del ADN que codifica el

gen de interés. Se trata de una técnica sencilla, aunque existen ciertas
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limitaciones debido a su baja eficiencia, a la posibilidad de perturbar las
membranas celulares y nucleares, y a que es una técnica inadecuada para
grandes poblaciones de células 133. Ademas, el uso de agentes quimicos puede
provocar toxicidad. Una alternativa a los métodos no virales es la transduccién.
Esta técnica, explota la capacidad natural de los virus para infectar las células, lo
gue conduce a una expresidn transgénica estable y a la preservacion del
transgen durante varios pases durante la division y diferenciacion celular.
Actualmente, los virus que se utilizan como vectores son los lentivirus,
retrovirus, virus adenoasociados, adenovirus y baculovirus 7% Aunque los
vectores virales presentan una alta eficiencia de infeccidn, su aplicacion clinica
actualmente es reducida debido a la posible transformacidon oncogénica, el

riesgo patogénico y la induccidn de respuestas inmunes 62,

1.4.3.2. Pre-acondicionamiento

El pre-acondicionamiento es una de las principales estrategias propuestas para
mejorar la funcién celular y las propiedades terapéuticas de las MSCs vy, por
tanto, la supervivencia en microambientes hostiles. El pre-acondicionamiento
se fundamenta en el concepto biolégico de la hormesis, entendida como una

respuesta adaptativa de las células y los organismos a diferentes tipos de estrés

132,169

Las estrategias de pre-acondicionamiento en la terapia con células madre
aumentan la tasa de supervivencia celular y el potencial de diferenciacion, y
mejoran los efectos paracrinos en la supresidn de factores inflamatorios,
respuestas inmunes y fibrosis. Estos efectos promueven la regeneracidn de
drganos y tejidos y la recuperacion funcional después de la implantacidon celular
170

Actualmente, dichas estrategias se basan en la modificacion de las

condiciones de cultivo (hipoxia o anoxia), cultivos en 3D, adicion de factores
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tréficos (factores de crecimiento, citoquinas u hormonas), lipopolisacaridos,
H,0,, y agentes farmacoldgicos *° (figura 11).
Modificacion de

las condiciones
de cultivo

Cultivos
en 3D

Tratamientos

Privacion Agentes
de suero 3 farmacolégicos

Factores
troficos

Hipoxia

Figura 11. Estrategias de pre-acondicionamiento in vitro de las MSCs para aumentar su
potencial terapéutico.

Los diferentes métodos de pre-acondicionamiento activan o suprimen
diferentes sefiales moleculares y cascadas de transduccién de sefiales, asi como

modifican la composicién del secretoma celular.
e Hipoxia

La tension de O, considerada como normaoxica, en el cultivo celular in vitro es la
de la presion atmosférica (21% de O,), mientras que el término hipoxia, en el
mismo contexto, se utiliza para referirse a las tensiones de O, comprendidas en
el rango del 2 al 5%. Sin embargo, la tension fisioldgica en los tejidos in vivo
puede variar desde un 1% en el cartilago y la médula dsea hasta un 12% en la
sangre periférica; por lo tanto, el 21% de O, utilizado habitualmente para el

cultivo in vitro de las MSCs es mucho mayor que la tensidn fisiolégica de O, 12,
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Asi, se ha demostrado que las condiciones de cultivo de las MSCs en normoxia
pueden disminuir su actividad proliferativa, provocar una senescencia temprana
y daios en el ADN, ademas de afectar a sus funciones, como su capacidad de
diferenciacion y de respuesta ante la inflamaciéon '’!. De este modo, una
concentracién adecuada de O; puede mejorar las propiedades y el crecimiento

de las MSCs y el efecto tréfico de su secretoma 12,

Numerosos estudios han demostrado que el cultivo celular en condiciones de
hipoxia mejora el potencial regenerativo de las MSCs. De hecho, el pre-
acondicionamiento con hipoxia induce cambios metabdlicos en las MSCs que
favorecen la supervivencia celular, el mantenimiento de la homogeneidad, el
potencial de diferenciacién, el aumento de la expresién de los receptores de
guimiocinas y el retraso del proceso de envejecimiento celular in vivo después
del trasplante ?°. Bajas concentraciones de O, también aumentan el potencial
angiogénico e inducen la expresién de genes involucrados en la migracién (por
ejemplo, CXCR4, CXCR7 y SDF-1), principalmente regulados por la actividad del
factor inducible por hipoxia 1a (HIF-1a) 8. A su vez, la activacidn de HIF induce
la sintesis de promotores de la vascularizacién como VEGF y la angiotensina.
Zang y cols. observaron en un modelo de lesidn renal aguda en rata, que el pre-
acondicionamiento con hipoxia conduce a un aumento de los niveles de VEGF,
bFGF y Akt, factores implicados en la mejora de los efectos antioxidantes, anti-
apoptdticos y pro-angiogénicos de las MSCs Y72, Asimismo, Jun y cols. han
observado que el secretoma de las MSCs pre-acondicionadas con hipoxia,
muestran niveles mas altos de VEGF y TGF-B, lo que conduce a una mayor

proliferacién celular y migracion de los fibroblastos dérmicos 3.
e Cultivosen 3D

En general, el cultivo celular convencional se realiza como un sistema
bidimensional (2D), en el que las células crecen en monocapa; sin embargo, es

un ambiente altamente artificial, deficiente en interacciones de tipo célula-
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célula o extracelulares, lo que conlleva una disminucién en la proliferacién
celular, asi como en el rendimiento terapéutico. El cultivo 3D, en el que las
células se organizan formando esferoides, surge como una alternativa para
simular las condiciones reales de las células in vivo y mejorar su potencial
terapéutico. Los esferoides son estructuras multicelulares en las que las células
adherentes se ven obligadas a agregarse entre si mediante un sistema de cultivo

en suspension 133,

Al comparar los cultivos tradicionales 2D con los cultivos 3D, se ha observado
gue en los esferoides: /) aumenta la expresidon de moléculas de la MEC como la
E-cadherina, fibronectina y laminina; ii) mejora la capacidad proliferativa y de
supervivencia; iii) altera la preferencia de diferenciacién; y iv) aumenta el nivel
de secrecion de factores tréficos asociados con la inflamacidn y vascularizacion
101,133 Ademds, se ha demostrado que el CM derivado de esferoides de MSCs
inhibe la produccidon de TNF-a, CXCL2, IL-6, IL-12p40 e IL-23 en los macrdéfagos
estimulados por lipopolisacdridos y estimula una mayor produccién de PGE2 12,
Otros estudios realizados en ratones por Bartosh y cols., han demostrado que
las MSCs de esferoides formados mediante la técnica “hanging-drop” expresan
niveles mas altos de la proteina anti-inflamatoria TSG-6 y de estancalcalcina-1

(STC1), una proteina anti-apoptdtica .

Sin embargo, este tipo de cultivo celular presenta ciertos inconvenientes.
Debido a su estructura esferoidal, la difusién de nutrientes, oxigeno y desechos
a través del interior de los esferoides se ve comprometida de manera
dependiente del tamafo. Este hecho puede contribuir a una expresidn genética
determinada en las MSCs, pero también puede comprometer la viabilidad de las

células en el nucleo del esferoide, especialmente en condiciones adversas 174,
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e Adicion de factores tréficos

La estimulacién de las MSCs con factores troficos como los factores de
crecimiento EGF, GDNF e IGF-1, la citocina pro-inflamatoria TNF-a, la quimiocina
SDF-1 (CXCL12) u hormonas como la angiotensina Il, ha demostrado mejorar la
capacidad regenerativa o las funciones paracrinas de las MSCs . Por ejemplo,
el pre-acondicionamiento de las MSCs con EGF estimula la secrecidon de VEGF,
HGF, factor de crecimiento similar a EGF de unién a heparina (HB-EGF), IL-6 e IL-
11. Dicha secrecion de VEGF y HGF resulta relevante ya que juegan un papel
fundamental en la curacion acelerada de heridas mediada por las MSCs, a través
de la induccidn de la angiogénesis y la mejora del suministro de oxigeno a los
tejidos isquémicos. Ademads, Herrmann y cols. han demostrado que el pre-
acondicionamiento con TGF- también estimula la produccién de VEGF in vitro,
efecto que se ve incrementado si dicho pre-acondicionamiento se realiza en
hipoxia o en combinacidn con TNF-a 916, |3 presencia de este ultimo factor,
ademas de incrementar su actividad angiogénica, aumenta la proliferacidn, la
migracion y la diferenciacion osteogénica de las MSCs a través de la regulaciéon
positiva de la proteina morfogenética 6sea 2 (BMP-2). Del mismo modo, la
actividad regenerativa de las MSCs puede ser estimulada por lipopolisacaridos
o0 agonistas de receptores tipo toll (TLR), mediante la induccion de la produccion

de factores paracrinos 1%,

Por otro lado, el pre-acondicionamiento de las MSCs con hormonas como la
melatonina, induce también la expresion de VEGF, HGF y FGF-2, y aumenta la
supervivencia de las MSCs después del trasplante en un modelo de lesién renal

aguda ¢,

e Agentes quimicos

Se ha utilizado un amplio nimero de agentes quimicos para el pre-

acondicionamiento de las MSCs, alguno de ellos de uso farmacoldgico. Por
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ejemplo, la atorvastatina, un agente hipolipemiante, mejora la expresion de
CXCR4 y estimula la migracién de las MSCs. La curcumina, un agente procedente
del rizoma de la circuma, muestra potentes propiedades antioxidantes y anti-
inflamatorias. Por otro lado, el diazéxido, un agente que permite la apertura de
canales de potasio sensible al ATP mitocondrial, protege a las células del estrés
oxidativo al regular la expresién de FGF-2 y HGF %, La antimicina y la rotenona,
dos inhibidores mitocondriales, estimulan la secrecion de factores pro-

angiogénicos y anti-apoptdticos, como VEGF y HGF.
e Privaciéon de nutrientes

Para promover la proliferacién y el metabolismo celular in vitro, los medios de
cultivo contienen aminoacidos, vitaminas, sales inorgdnicas, glucosa y suero. Sin
embargo, el microambiente que encuentran las células después de Ia

implantacion se caracteriza por un escaso aporte de nutrientes >,

Moya vy cols., observaron que las MSCs cultivadas en ausencia de nutrientes
entran en un estado quiescente que, a largo plazo, favorece su viabilidad en
entornos isquémicos 1’6, En este sentido, el pre-acondicionamiento mediante la
privacion de nutrientes tiene como objetivo reducir la demanda de energia de
las MSCs, manteniéndolas en un estado de reposo, lo que facilita su
supervivencia en entornos isquémicos 77, Asi, mientras la ausencia de suero
durante periodos largos de tiempo produce un suministro restringido severo y
prolongado de nutrientes, lo que conlleva la disfuncién mitocondrial (debida a
la liberaciéon de citocromo C) y la muerte celular (debida a un aumento de la
actividad de caspasa-3), la ausencia de suero durante periodos cortos de
tiempo, permite mantener una morfologia celular normal y una mayor
viabilidad, tasa proliferativa y capacidad de diferenciacion de las MSCs 78, En
este sentido, Moya y cols., observaron que las MSCs cultivadas en ausencia de
nutrientes entran en un estado quiescente que, a largo plazo, favorece su

viabilidad en entornos isquémicos 7.
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e Tratamiento con perdxido de hidrégeno (H203)

El estrés oxidativo mediado por ROS es una de las principales causas de la
apoptosis y muerte celular de las MSCs después del trasplante. Es por ello que
se han realizado diversos estudios en los que se plantea que el pre-
acondicionamiento con pequeias concentraciones de H,0; y durante un corto
periodo de tiempo, podria facilitar la adaptacién de las células al estrés oxidativo
causado por altas concentraciones de ROS en los tejidos lesionados. Este
proceso adaptativo ocurre gracias a la liberacion transitoria de ROS en las
mitocondrias de las MSCs, que activa las quinasas ERK. A su vez, la via ERK
promueve la expresion de proteinas anti-apoptéticas, como Bcl-2 y Bcl-X Y77, En
este sentido, en un estudio previo, hemos demostrado que las hASCs pre-
acondicionadas con H,0,, aumentan su supervivencia en condiciones de estrés
oxidativo a través de la sobreexpresiéon de Nrf2 y el incremento de enzimas
relacionadas (HO-1, SOD-1, GPx-1y CAT) '7°. Ademés, el cultivo de la linea celular
HOGd con el CM derivado de las hASCs pre-acondicionadas con H,0, y/o su co-
cultivo, disminuye los niveles de ROS y aumenta la capacidad antioxidante de

las HOGd &,

Por otro lado, Pendergrass y cols., demostraron que el pre-acondicionamiento
de las MSCs con H;0; induce la neo-angiogénesis, disminuye la fibrosis
miocérdica y mejora la funcidn cardiaca de los ratones 8. Asimismo, Zhang y
cols. observaron que dicha mejoria estd correlacionada con valores mds altos de

VEGF, HGF e IL-6 72,

1.4.4. Las hASCs como estrategia terapéutica en el fotoenvejecimiento

Las MSCs poseen muchas propiedades que las convierten en una modalidad de
terapia celular prometedora en dermatologia. Su capacidad regenerativa a
través de su funcién paracrina sobre las células dérmicas, sus propiedades pro-

angiogénicas y su proteccion frente al estrés oxidativo, esta generando un gran
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interés en este campo %2

Ademas, existe una especial atencién a las
caracteristicas inmunoldgicas de las MSCs para uso terapéutico, especialmente
en pacientes con afecciones cutaneas inflamatorias y con el sistema inmune
debilitado, en los que han fallado otras terapias. Por otro lado, también ha sido
explorado su papel en el ambito de la estética, donde se ha observado una

reduccidn de las arrugas provocadas por el fotoenvejecimiento &,

Como se ha indicado anteriormente, las hASCs poseen una serie de ventajas con
respecto al uso de otras fuentes de células madre, como su facilidad de
aislamiento, abundancia en el tejido de origen o una mayor capacidad
proliferativa ex vivo, ofreciendo una alternativa muy prometedora en la
reparacion y regeneracion de los tejidos ¥, Recientemente, se ha demostrado
qgue las hASCs, a través de su funcidn paracrina, aportan diversas ventajas a
tener en cuenta en el abordaje terapéutico del fotoenvejecimiento. Asi, Park y
cols. han observado en modelos murinos que el CM de las hASCs estimula tanto
la sintesis de colageno como la migracién de los fibroblastos dérmicos, lo que
acelera la cicatrizacion de heridas en modelos animales '#. Este medio también
protege a los fibroblastos dérmicos del estrés oxidativo inducido por la radiacion
UV-B 5, Por ejemplo, la IL-6 atenua el estrés oxidativo mediante la activacion
del transductor de seial y el activador de la transcripciéon 3 (STAT3), la via
antioxidante de Nrf2 y regulando la Mn-SOD 8¢, Por otro lado, Palomares y cols.
demostraron que la capacidad antioxidante del CM de las hASCs es 1.8 veces
superior a la del medio estandar '**. Jeong y cols. investigaron el uso de cultivos
de fibroblastos humanos y hASCs para disminuir las arrugas de la piel
fotoenvejecida en un modelo de ratdn. Descubrieron que cuando se inyectaban
las hASCs en la arruga, aumentaba la densidad de coldgeno y la expresién de
tropoelastina y fibrilina-1 en la dermis ¥’. Choi y cols. comprobaron que los

exosomas derivados de las hASCs suprimen la sobreexpresion de MMP-1

74



I. Introduccién

causada por la radiaciéon y aumentan la expresion de coldageno I, II, lll y V, y

elastina en fibroblastos dérmicos 2.

Todos estos datos tan prometedores justifican la necesidad de continuar
investigando sobre la utilidad de las hASCs en el abordaje del
fotoenvejecimiento, asi como en posibles mecanismos moleculares que
incrementen su capacitacion terapéutica. En este sentido, el pre-
acondicionamiento de las hASCs puede suponer una nueva estrategia para
mejorar las propiedades bioldgicas que permitan paliar el envejecimiento

prematuro de la piel.
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IIl. Hipdtesis y objetivos

La utilizacién de las hASCs se ha propuesto como nueva terapia celular en
dermatologia, en particular frente al fotoenvejecimiento. Estas células poseen
importantes propiedades citoprotectoras y de reparacién celular, ejercidas
tanto por acciéon directa como por su efecto paracrino. Se han planteado
diferentes estrategias de pre-acondicionamiento in vitro de las hASCs para
mejorar dicho efecto paracrino, dirigidas a la modulacién de la respuesta

inflamatoria y a la limitacion de la produccion de fibrosis.

En este contexto, y teniendo en cuenta el relevante papel que el estrés oxidativo
juega en la respuesta inflamatoria dérmica inducida por la radiacién UV-B, en

este trabajo se plantea la siguiente Hipétesis:

El medio acondicionado (PC/CM) de las hASCs pre-acondicionadas con dosis
bajas de H,0; ejerce un efecto fotoprotector sobre los fibroblastos dérmicos

frente a la radiaciéon UV-B.
Para demostrar esta hipdtesis, se plantean los siguientes Objetivos:

1. Analizar el efecto de la radiacion UV-B sobre el nivel de estrés oxidativo
y la actividad bioldgica de los fibroblastos dérmicos y de las hASCs.

2. Evaluar la influencia del pre-acondicionamiento con H,O, sobre las
propiedades del cultivo de las hASCs.

3. Analizar el efecto del pre-acondicionamiento con H,0; sobre la
respuesta adaptativa frente al estrés oxidativo inducido por la radiacidn
UV-B en las hASCs.

4. Analizar el efecto del PC/MC sobre la actividad bioldgica de los
fibroblastos dérmicos.

5. Evaluar el efecto fotoprotector del tratamiento con PC/CM en la

respuesta de los fibroblastos dérmicos a la radiacién UV-B.
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lll. Capitulo 1

Respuesta de los HFFs y las hASCs a la radiacion UV-B









[Il. Capitulo 1

La radiacidon UV es el principal factor etiolégico del fotoenvejecimiento de la piel.
Especificamente, la radiacién UV-B puede atravesar la epidermis alcanzando la
dermis e hipodermis, donde se localizan los fibroblastos dérmicos y las hASCs
respectivamente 2. Los fibroblastos son las células encargadas de sintetizar el
componente fibrilar de la MEC vy, por tanto, del mantenimiento de su equilibrio
metabdlico *%°. Por este motivo, la irradiacidn in vitro de fibroblastos con UV-B,
con la consecuente induccién de estrés oxidativo en dichas células, se ha
establecido como un modelo experimental para el envejecimiento cutdneo

extrinseco %°.

Por otro lado, la terapia celular con hASCs posee un gran potencial para el
tratamiento del fotoenvejecimiento debido a las propiedades
inmunomoduladoras, anti-inflamatorias, anti-fibréticas y antioxidantes de
dichas células. Sin embargo, es preciso caracterizar de forma previa su respuesta
frente al estrés oxidativo para poder valorar adecuadamente su potencial

terapéutico en este ambito.

En este capitulo se analiza la respuesta in vitro a la radiacién UV-B de los
fibroblastos dérmicos y las células hASCs. En primer lugar, se establece un
modelo de irradiacién in vitro con UV-B y se analiza el efecto de dosis crecientes
de radiacion para determinar las intensidades adecuadas de trabajo que se
utilizaran en los siguientes experimentos que se describen en este capitulo. A
continuacién, se analizan los distintos pardmetros bioldgicos relacionados con

el fotoenvejecimiento.
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lI.1. MATERIAL Y METODOS

111.1.1. Células, mantenimiento y conservacidén de los cultivos

Células madre mesenquimales humanas derivadas de tejido adiposo

(hASCs)
Las hASCs de origen humano fueron donadas por Histocell S.L. (Parque
Cientifico-Tecnolodgico de Zamudio, Vizcaya, Espafia) para la realizacion de este
estudio (figura 12). Fueron aisladas a partir de muestras de tejido adiposo
procedentes de lipoaspirados, obteniéndose un stock de células que
posteriormente se almacendé a -180°C en nitrégeno liquido. Mediante la
expansion en cultivo de estas células, se obtuvo una reserva de material

biolégico suficiente para completar el estudio.

Figura 12. Imagen de contraste de fases de un cultivo de hASCs en frasco de 175 cm?.
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Dado su caracter de linea celular de proliferacién limitada y con el fin de
garantizar la experimentacion en condiciones adecuadas de cultivo, se

establecid el pase siete como limite maximo de subcultivo.

Fibroblastos humanos de origen dérmico (HFFs)

Las células utilizadas para analizar el efecto de la radiacién UV-B fueron
fibroblastos aislados a partir de prepucio humano (HFFs, Human Foreskin
Fibroblasts; figura 13). El aislamiento y expansién de los HFFs fue realizada
también por Histocell S.L., y donadas para la realizaciéon de este trabajo. Del
mismo modo que en el caso anterior, se procedié a la expansidn en cultivo de
estas células en nimero suficiente para la realizacion del estudio. Se establecié

también como limite maximo de subcultivo el pase siete.

Figura 13. Imagen de contraste de fases de un cultivo de HFFs en frasco de 175 cm?.
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Mantenimiento y conservacion de los cultivos

El stock y los viales donados se conservaron almacenados a -180°C en un tanque
de nitrégeno liquido y a -80°C en un ultracongelador MDF-U52V (Sanyo Electric
Biomedical Co, Osaka, Japén). Para el establecimiento de los cultivos, los viales
almacenados se descongelaron en el bafio termostatico a 37°C. La manipulacién
de los cultivos se realizé en una cabina de flujo laminar vertical VP-100 (Telstar,

Madrid, Espaia).

La siembra inicial de las células se estableci6 en frascos de cultivo de 175 cm? de
superficie (Sarstedt AG & CO, Niimbrecht, Alemania) a una densidad de 2 x 10?
células/cm? en medio completo. Este medio estd compuesto por DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle Medium, Gibco® de Life technologies™, Waltham,
MA, EE.UU.), suplementado con piruvato sddico 1 mM (Gibco® de Life
technologies™, Waltham, MA, EE.UU.), 1% glutamax (Gibco® de Life
technologies™, Waltham, MA, EE.UU.), penicilina-estreptomicina 100 U/ml y
100 pg/ml, respectivamente (Lonza, Verviers, Bélgica), y 10% de suero bovino

fetal (FBS, Fetal Bovine Serum, Biochrom AG, Berlin, Alemania).

Los cultivos se mantuvieron incubados en atmdsfera humeda a 37°Cy un 5% de
CO: (COzincubator MCO-18AIC, Sanyo Electric Biomedical Co, Osaka, Japdn). El
medio de crecimiento se reemplazé cada dos dias y se mantuvo la incubacién

para la expansién del cultivo.

Alcanzado el estado de semiconfluencia (80-90% de la superficie del frasco de
cultivo ocupada) se realizé el subcultivo. Para ello, las células se despegaron con
un tratamiento de tripsina y acido etilendiaminotetraacético (tripsina-EDTA,
Gibco® de Life technologies™, Waltham, MA, EE.UU.) al 0.05% durante 5
minutos a 37°C. La suspensién celular obtenida se diluyé al 50% con tampodn
fosfato en solucion salina (PBS, Phosphate Buffered Saline, Sigma-Aldrich®

Chemical Co, St. Louis, MO, EE.UU.) y con un 10% de FBS para detener la reaccion

86



Il. Capitulo 1

de la tripsina-EDTA. A continuacién, se centrifugd durante 5 minutos a 250 g
(Heraeus Labofuge 400R, Hanau, Alemania) a 20°C. Se elimind el sobrenadante
y las células se resuspendieron en el volumen de medio completo necesario para
poder realizar un contaje 6ptimo (30-60 células/campo). El recuento celular se
realizd en un hemocitometro Biirker (Blau-Brand® Wertheim, Alemania),
estimando la viabilidad celular por el método de exclusion del Azul Tripan
(Gibco® de Life technologies™, Grand Island, NY, EE.UU.). Por dltimo, se
establecié de nuevo el cultivo, continuando la expansién celular de las

densidades indicadas anteriormente.

Congelacion de las células

Una vez realizada la expansién del cultivo se procedié a obtener un stock celular
suficiente para cubrir las necesidades de experimentacion. Para ello, a partir de
los cultivos en semiconfluencia se obtuvo un pellet de células que fue
resuspendido en medio completo para realizar el recuento celular y ajustar el
volumen de congelacién a una densidad de 10° células/criovial en 1 ml de
solucién de congelacion, compuesta por un 90% de FBS y un 10% de dimetil
sulféoxido (DMSO, Sigma-Aldrich® Chemical Co, St. Louis, MO, EE.UU.). Los
crioviales se trasladaron en un contenedor para congelacién sumergido en
propanol (Mr. Frosty, Nalgene® Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EE.UU.)
directamente al ultracongelador a -80°C. Este sistema permite atenuar la
velocidad de enfriamiento, produciendo una congelacidon gradual desde la

temperatura ambiente hasta -80°C.

Siembra de la suspension celular en placa

Las células fueron sembradas en placas de 96, 24 (Sarstedt AG &
CO, Niimbrecht, Alemania) y 6 pocillos (Corning™, Corning, NY, EE.UU.), o bien
en insertos de cultivo de 2 pocillos (/bidi Cells in Focus, Planegg, Alemania),

camaras de cultivo de 8 pocillos (lbidi Cells in Focus, Planegg, Alemania) y
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cubreobjetos de 12 mm de didmetro (Menzel-Gldser, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, EE.UU.) a las densidades indicadas en la tabla 5. El tiempo de

adhesién a la superficie del pocillo fue de 2.5 horas.

En todos los casos se utilizaron células con un minimo de tres y un maximo de
siete pases desde la descongelacidn, a excepcién del control positivo en el
estudio de senescencia celular.

Tabla 5. Densidad celular, tanto de HFFs como de hASCs, sembrada en los distintos
soportes de cultivos utilizados en la experimentacién.

Soporte de siembra Superficiede  Volumen de Densidad celular

cultivo (cm?) siembra (ul) (células/pocillo)
Placa de 96 pocillos 0.29 100 1x10*
Placa de 24 pocillos 1.82 200 6.2 x 10*
Placa de 6 pocillos 9.5 1.000 3x10°
Sicona de2poclios 022 70 7165
Cérzzrgsp‘iiiﬁz'sﬁvo 1.00 200 3 x 10°
Cubreobjetos 1.13 200 7 x 103

111.1.2. Modelo de irradiacidn in vitro con UV-B

Para establecer el modelo de irradiacién in vitro con UV-B (figura 14), se
procedid a la siembra de los cultivos en placa a las densidades indicadas
previamente, seguida de un periodo de incubacién de 24 horas. El soporte de

siembra elegido dependid del parametro a analizar.

Transcurrido el tiempo de incubacion, se elimindé el medio de cultivo, se
procedid a un lavado con PBS y se afiadid PBS fresco en un volumen igual al

volumen de siembra. Se procedié a la irradiacion de los cultivos utilizando una
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ldampara UVLM-26 (Ultra-Violet Products, Cambridge, Reino Unido) segun las

condiciones que se especifican a continuacion:

e Longitud de onda: 302 nm

e Distancia fuente-placa de cultivo: 15 cm

e Irradiancia: 516 pW/cm?

e Intensidad: 0-100 mJ/cm?. Los diferentes valores de intensidad se

calcularon segun la siguiente férmula:
H=Ext

donde “H” es la exposicidn a la radiacién en J/cm?, “E” es la irradiancia en W/cm?

y “t” el tiempo de exposicidn en segundos °.

Tras la irradiacion de las células, se sustituyd el PBS por medio completo y se
mantuvieron los cultivos durante los tiempos establecidos para cada uno de los

ensayos a realizar.

Siembra en placa

Irradiacién sobre PBS

Sustitucion del PBS por medio
completo

34 x 103 cel/cm?
10% FBS

5% CO,
37°C
24h A:302 nm

E: 516 pW/cm?
H: 10-100 mJ/cm?

Figura 14. Esquema del proceso de irradiacién in vitro con UV-B.
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111.1.3. Determinacion del efecto de la radiacion UV-B sobre los HFFs y

las hASCs

111.1.3.1. Evaluacidn de la viabilidad celular y calculo de la dosis letal 50 (LDso)

La viabilidad celular se cuantificd segin el método colorimétrico del PrestoBlue®
(PB, Invitrogen, Eugene, OR, EE.UU.). El compuesto activo del PB es la resazurina,
un compuesto no téxico, permeable a las células y de color azul no fluorescente.
Al entrar en las células vivas, la resazurina se reduce a resorufina, que emite
fluorescencia roja muy brillante o rosa, permitiendo asi una medida cuantitativa
de la viabilidad o citotoxicidad mediante una lectura colorimétrica o
fluorimétrica '°1. La técnica del PB no produce lisis celular, lo que permite seguir
la cinética de crecimiento de una misma muestra de células. Para este ensayo
las células fueron tratadas con PB a una concentracion final del 10% (v/v) sobre
el medio de cultivo. Como blanco se utilizé medio completo sin células, para

corregir los valores de absorbancia de las muestras.

Las experiencias se realizaron a partir de una siembra de 1 x 10 células/pocillo
en placas de 96 pocillos, en 100 ul de medio completo (5 réplicas por muestra).
Tras 24 horas, se sustituyo el medio de cultivo por PBS y las células se irradiaron
a dosis crecientes de radiacion UV-B (0-80 mJ/cm?). Inmediatamente después
de la irradiacion, se sustituyd el PBS por medio completo y se incubd el cultivo
durante 48 horas. Tras el periodo de incubacidn, se afiadié PB durante 3 horas
a 37°C y se midié la densidad 6ptica de las muestras en el lector de placas
multiparamétrico Synergy™ HT System, (espectrofotometro, Biotek, HT

Synergy, Winooski, VT, EE.UU.) a 570 nm y 600 nm.

LDso

48h

0h
E
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El calculo de la LDso (dosis de irradiacion que ocasiona la muerte del 50% de la
poblacién celular) se realizd a partir de una curva de las intensidades de
irradiacion (representada en el eje X) y los valores de absorbancia (en el eje Y),
siguiendo un modelo de regresién exponencial negativo; en dicho modelo, la
viabilidad celular disminuye de forma exponencial en funcién de la intensidad

de irradiacidon segun la siguiente ecuacién 2

Y =axe X

donde “Y” es el porcentaje de viabilidad, “a” es la ordenada en el origen (valor
constante), “b” es la constante de variacién, “X” es la intensidad de irradiacion

en ml/cm?y “e” es la constante de Napier (2.72).

111.1.3.2. Andlisis de la morfologia celular

Para analizar el efecto de la radiaciéon UV-B sobre la morfologia de ambas lineas
celulares se realizaron capturas de la imagen de los cultivos a través del
microscopio de contraste de fases. Para ello, las células fueron sembradas en
placas de 6 pocillos segun las condiciones indicadas en la tabla 5. Tras 24 horas
de incubacién, se irradiaron a 11, 22, 35 y 75 ml/cm?. A continuacién, se
sustituyd el PBS por medio completo durante 48 horas. Al cabo de este tiempo,

se obtuvieron imagenes de cinco campos de cada pocillo con el objetivo 10x.

Morfologia

Oh 48h
E “

111.1.3.3. Determinacidn de la citotoxicidad

La lactato deshidrogenasa (LDH) es una enzima citoplasmatica que es liberada

por las células dafiadas o muertas al medio extracelular al perder la integridad
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de su membrana. Por tanto, el incremento en la actividad de LDH en el
sobrenadante del cultivo es proporcional al niumero de células lisadas. La enzima
LDH cataliza la reduccién de NAD+ a NADH en presencia de L-lactato; la
formacion de NADH se puede medir mediante una reaccién acoplada en la que
la sal de tetrazolio se reduce hasta formar un producto de formazan, de color
rojo 1%, La cantidad e intensidad de color debido al formazén solubilizado puede

medirse espectrofotométricamente a una A=490 nm.

Para estos ensayos, las células se sembraron en placas de 96 pocillos, en 100 pl
de medio completo (5 réplicas por muestra). Tras 24 horas de incubacion, se
irradiaron en las condiciones mencionadas previamente a 11, 22, 35y 75
mJ/cm? A continuacién, se sustituyd el medio de irradiacion por medio

completo con un 1% de FBS y se incubaron durante 24 y 48 horas.

Citotoxicidad

oh 24h 48h
E

La medida de la cantidad de LDH se llevd a cabo mediante el kit de deteccion de

citotoxicidad (Cytotoxicity Detection kit, Roche, Mannheim, Alemania). El

porcentaje de citotoxicidad se calculd segun se describe a continuacion:

LDHe
X
LDH total (LDHe + LDHi)

% Citotoxicidad = 100

donde LDHe (LDH extracelular) es la absorbancia obtenida a partir de la
liberacion de LDH al medio, y LDHi (LDH intracelular) es la absorbancia obtenida
mediante la permeabilizacion de la membrana con un 1% v/v de Tritén X-100
(Sigma-Aldrich® Chemical Co, St. Louis, MO, EE.UU.) después de haber recogido
el medio. La LDH total es la suma de los valores de absorbancia de LDHe y LDHi

(figura 15).
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IRRADIACION

Placa 1 \

(]

Afadir 1% v/v de
Tritdn X-100 durante
1 hora (LDHi)

Afadir solucion de
reaccion durante 30
minutos en oscuridad

Transferir el
sobrenadante a
otra placa (LDHe)

Placa 2

Afiadir solucion de
reaccién durante 30
minutos en oscuridad

Figura 15. Esquema del proceso de cuantificacion de la actividad de LDH.

111.1.3.4. Determinacion de los niveles intracelulares de ROS

Los niveles intracelulares de ROS se determinaron mediante un ensayo

fluorimétrico basado en la emisién de fluorescencia de la sonda 2,7-

dichlorofluoresceina diacetato (H,DCF-DA, Molecular Probes® Eugene, OR,

EE.UU.), tras su oxidacion por parte de los radicales libres intracelulares. La

sonda, hidrolizada por las esterasas y oxidada por los ROS intracelulares, da

lugar a la formacién de diclorofluoresceina (DCF), que emite fluorescencia a una

Aem=538 nm cuando se excita a una Aex=490 nm.

En este ensayo se sembraron 1 x 10* células/pocillo en placas de 96 pocillos en

100 pl de medio completo (5 réplicas por muestra). Tras 24 horas de incubacién,
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se anadio la solucién de la sonda hasta obtener una concentracion final en el
medio de cultivo de 50 uM vy las placas se incubaron durante 30 minutos en
oscuridad a 37°C. Transcurrido este tiempo, se retird la sonda y se anadieron 50
ul de PBS con el objetivo de obtener el valor de la autofluorescencia. A
continuacién, se afiadieron 50 pl adicionales de PBS y se procedié a lairradiacion
con UV-B a las intensidades de 11, 22, 35y 75 mJ/cm?. La fluorescencia emitida
por la sonda fue registrada en el espectofotometro de fluorescencia a los 60
minutos. Los valores de ROS se expresaron en unidades arbitrarias de

fluorescencia (UAF), una vez restada la autofluorescencia de las células.

ROS

Oh 1h
E

111.1.3.5. Evaluacidn de la senescencia celular

La senescencia celular estd caracterizada por un incremento en la actividad de
la enzima lisosémica B-galactosidasa asociada a la senescencia (SA-B-gal). El
efecto de la radiacién en la induccion de senescencia celular fue analizado
mediante un kit especifico para la deteccién histoquimica del incremento de la
actividad de dicha la enzima (Senescence Histochemical Staining Kit, Sigma-
Aldrich® Chemical Co, St. Louis, MO, EE.UU.). Este kit se fundamenta en la
utilizacién del sustrato  artificial 5-bromo-4-cloro-3-indolil-beta-D-
galactopirandésido (X-gal), el cual es hidrolizado por la enzima B-gal a galactosa
y 5-bromo-4-cloro-3-hidroxindol a pH 6.0. Este Ultimo compuesto es oxidado a
5,5'-dibromo-4,4'-dicloro-indigo, un compuesto azul insoluble facilmente

detectable mediante microscopia dptica en el citoplasma de las células ¥4,

En este caso, se sembraron 6.2 x 10* células en placas de 24 pocillos, en 200 pl

de medio completo (3 réplicas por muestra). Como control positivo se utilizaron
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cultivos envejecidos (pases 10-14). Transcurridas 24 horas después de la
siembra, los cultivos se irradiaron a 11, 22, 35 y 75 mJ/cm? y se incubaron
durante 6 horas. Posteriormente, se lavaron las células con PBS 1x y se fijaron
con la solucién fijadora (0.2% de formaldehido + 0.02% de glutaraldehido)
durante 6-7 minutos. Se realizaron 3 lavados con PBS 1x para eliminar los restos
de fijador y se incubaron durante toda la noche a 37°C, en ausencia de CO> con

la solucién de tincién que contiene X-gal.

Senescencia

Oh
E

La observacion y cuantificacidon de las células senescentes se realizd mediante

6h

microscopia de campo claro y se expresé como porcentaje de células

senescentes presentes en el cultivo, calculado segun la siguiente ecuacion:

Células senescentes 00

Células totales

111.1.3.6. Andlisis de la migracion celular

El ensayo de migracidon celular o “cierre de la herida” tiene como objetivo
evaluar la migracién celular direccional in vitro °°. Se basa en un modelo
experimental en el que las células son sembradas a ambos lados de un inserto
de silicona que delimita un area vacia de células. Una vez alcanzada la
confluencia, se retira el inserto para dejar una brecha en la monocapa celular.
Las células de los dos bordes de la brecha se moveran hacia el drea vacia de
células hasta establecer nuevos contactos célula-célula, cerrando asi la herida.
En este ensayo, se sembraron 7 x 103 células en 70 pl de medio completo en

placas con inserto de silicona de dos pocillos (/bidi, Martinsried, Alemania). Tras
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la irradiacidn a 5, 11, 22 y 35 mlJ/cm?, se retiré el inserto y se sustituyé el PBS

por medio completo con un 1% de FBS (figura 16).

) Paso3.
Sustitucion del medio
de irradiacion

Paso 1. Paso 2.
Siembra y adhesién Eliminacién del
celular inserto

Figura 16. Esquema del proceso de siembra y eliminacion del inserto de silicona en el
ensayo de migracion celular. Representacidén adaptada de /bidi.

‘Inmediatamente después de la irradiacién y cada 24 horas, se tomaron
imagenes con el microscopio de contraste de fases. La cuantificacion de la
migracion celular se determind mediante el recuento del nimero células que
migraron al drea de la herida. Los datos se representaron expresando el valor
promedio de células migrantes en cada tiempo y para las diferentes

intensidades de irradiacion.

Migracion

Oh 24h 48h

HFFs
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111.1.4. Analisis estadistico

Los ensayos se realizaron con un minimo de tres réplicas y, al menos, tres

experiencias independientes.

El andlisis estadistico de los resultados se realizd utilizando el programa
informatico GraphPad Prism (versién 5.0, GraphPad Software Inc., San Diego,
CA, Estados Unidos). Las pruebas paramétricas utilizadas para determinar la
significacién fueron la t-Student y el andlisis de la varianza (ANOVA),
dependiendo del caso. Todos los datos estan representados como la media +

desviacion estandar (DE).
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l1l.2. RESULTADOS

111.2.1. Anadlisis del efecto de la irradiacién sobre las células HFFs y hASCs

Para determinar el efecto de la radiacién UV-B sobre los HFFs y las hASCs, se
evaluaron los siguientes parametros bioldgicos: morfologia y viabilidad celular,

niveles intracelulares de ROS, niveles de LDH, senescencia y migracion.

111.2.1.1. Efecto sobre la viabilidad celular y determinacién de la LDsg

La determinacion del efecto de la radiacion UV-B sobre la viabilidad vy
proliferacién celular se llevé a cabo mediante un estudio de la respuesta celular

a un amplio rango de dosis de radiacion de 0 a 80 mJ/cm?2.

Tanto en los HFFs como en las hASCs se observd una correlacion directa entre

las dosis de irradiacién aplicadas y la disminucidn de la viabilidad celular de

manera dosis-dependiente (figura 17).
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Figura 17. Curva dosis-respuesta para el calculo de LDso (linea discontinua) de cultivos
de HFFs (A) y hASCs (B), sometidos a dosis crecientes de radiacion UV-B, a las 48 horas
tras su exposicion. La figura muestra la media + DE representativa de tres experiencias

independientes.
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A partir de los datos de viabilidad observados en los cultivos de HFFs y hASCs
tras 48 horas de la irradiacién, se calculé el valor de la LDso, estableciéndose en
45.67 mJ/cm? para los HFFs y 63.21 mJ/cm? para las hASCs, con un coeficiente
de correlacidn (R?) superior a 0.96 en ambos casos (tabla 6). Se puede observar,
por tanto, que la reduccidn de la viabilidad fue 1.4 veces mayor en el caso de los
HFFs.

Tabla 6. Valores de la LDso y R? de HFFs y hASCs sometidos a dosis crecientes de radiacion
UV-B a las 48 horas.

Tipo celular LDso (mJ/cm?) R?
HFFs 45.67 0.9601
hASCs 63.21 0.9662

A partir de estos valores se establecié el rango de dosis de irradiacién por
encima y por debajo de los valores de LDsg, asi como el tiempo de exposicion
para llevarlos a cabo (tabla 7), a utilizar en los posteriores ensayos.

Tabla 7. Relacién entre la intensidad de irradiaciéon con UV-B y el tiempo de exposicion
de los cultivos.

Intensidad de irradiaciéon (mJ/cm?) Tiempo (seg)
5 10
11 21
22 42
35 67
75 145

En estas condiciones se calculd el porcentaje de viabilidad para las dosis de

irradiacion seleccionadas (tabla 8).
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Tabla 8. Porcentaje de viabilidad de HFFs y hASCs a las dosis de irradiacion seleccionadas
para llevar a cabo los ensayos.

Intensidad de Viabilidad (%)
irradiacion (mJ/cm?) HFFs hASCs
5 94.5 95.6
11 86.0 89.4
22 72.4 79.0
35 57.1 66.9
75 31.5 43.7

111.2.1.2. Efecto sobre la morfologia celular

Tanto los HFFs como las hASCs son células que, en condiciones normales,
muestran una buena adhesién a la superficie del soporte del cultivo, adoptando
una morfologia fusiforme. Como se observa en la figura 18, la radiacién UV-B,
ademas de reducir la densidad de los cultivos en ambas lineas celulares de una
manera dosis-dependiente, indujo cambios morfoldgicos en las propias células.
En los controles no irradiados y a dosis bajas de irradiacion (11 mJ/cm?) las
células mantuvieron la adhesidn al sustrato y mostraron las elongaciones y la
morfologia habitual de cada tipo celular. Sin embargo, a dosis mas altas de
irradiacién (22, 35 y 75 mJ/cm?) las células comenzaron a perder los puntos de
adhesidn a la superficie de cultivo y las elongaciones, hasta finalmente, adoptar

una morfologia esférica.
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22 mJ/cm? 11 mJ/cm? Control

35 mJ/cm?

75 mJ/cm?

Figura 18. Imagen de contraste de fases de cultivos de HFFs y hASCs en placas de 6
pocillos, irradiados con dosis crecientes de UV-B (11, 22, 35 y 75 mJ/cm?). Imagenes
representativas de cada intensidad de irradiacion tomadas 48 horas después de la
irradiacién (barra de escala 100 pum).
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111.2.1.3. Efecto citotdxico de la radiacion

El porcentaje de citotoxicidad inducido por la radiacion UV-B se determind
mediante la estimacién de la actividad de LDH liberada por las células dafiadas
a las 24 y 48 horas de la irradiacidn. En la figura 19 se observa en ambas
poblaciones celulares un aumento dosis-dependiente del porcentaje de
citotoxicidad en funcion de la intensidad de irradiaciéon, tanto a las 24 como a
las 48 horas de la irradiacion. Dicho aumento fué significativo en las dos lineas
celulares, cuando se compararon con los valores de sus respectivos controles no

irradiados, a partir de la dosis de 22 mJ/cm? (p<0.05).

Por otro lado, al comparar el dafio producido en los HFFs y las hASCs, se observé
un menor porcentaje de citotoxicidad en las hASCs, encontrandose diferencias
estadisticamente significativas (p<0.05) con las dosis altas de irradiacién, a las
24 y 48 horas. Asi, en el tiempo de 24 horas, con las dosis de 35 y 75 mJ/cm?, las
hASCs mostraron un porcentaje de citotoxicidad 1.2 y 1.3 veces inferior,
respectivamente, al de los HFFs. En cambio, a las 48 horas, sélo con la dosis de
75 mJ/cm? dicho porcentaje fue significativamente menor en la hASCs (1.5 veces

inferior; p<0.05).
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Emm  HFFs 4

mEmm hASCs

% de citotoxicidad
(relativo a su correspondiente control)

24 horas 48 horas

Figura 19. Porcentaje de citotoxicidad en los cultivos de HFFs y hASCs sometidos a
distintas dosis de radiacion UV-B, en funcion del tiempo y en comparacion con sus
respectivos controles no irradiados (linea discontinua). La figura muestra la media + DE
de tres experiencias independientes. *p<0.05 con respecto a su correspondiente
control; #p<0.05 entre las dos lineas celulares.

111.2.1.4. Efecto sobre los niveles intracelulares de ROS

El nivel de estrés oxidativo provocado por la irradiacion se determiné mediante
el analisis de los niveles intracelulares de ROS. En la figura 20, se observa un
aumento dosis-dependiente de dichos niveles 60 minutos después de la
irradiacion. En ninguna de las poblaciones celulares sometidas a bajas
intensidades de irradiacién (11 mJ/cm?) se observé un incremento significativo
de los niveles de ROS con respecto a sus respectivos controles. Sin embargo, con
las dosis de 22, 35 y 75 mJ/cm?, los dos tipos celulares experimentaron un
incremento significativo en los niveles de ROS con respecto a sus respectivos

controles (p<0.01). Dichos niveles de ROS fueron superiores en las hASCs
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respecto a los HFF con todas las dosis de irradiacién, aunque sélo con la dosis
mas alta (75 mJ/cm?) se observd un aumento significativo (1.4 veces mayor;

p<0.01).

159
mmm  HFFs #

mmm  hASCs X

Niveles intracelulares de ROS
(relativo a su correspondiente control)

11 ml/cm 2 22 mJ/em 2 35 mJ/cm 2 75 mJ/cm 2

1 hora

Figura 20. Niveles intracelulares de ROS en cultivos de HFFs y hASCs sometidos a
distintas dosis de radiacién UV-B. Los valores fueron obtenidos a los 60 minutos desde
la irradiacidn, y fueron relativizados a los valores de sus respectivos controles no
irradiados (linea discontinua). La figura muestra la media + DE de cuatro experiencias
independientes. *p<0.01 con respecto a su correspondiente control; #p<0.01 entre las
dos lineas celulares.

111.2.1.5. Efecto sobre la senescencia celular

La exposicion de los cultivos a la radiacién UV-B indujo un incremento del
porcentaje de células senescentes, observandose un aumento del tamano
celular y de la actividad de la enzima B-gal, junto con la aparicién de fibras de
estrés (figura 21). Este aumento fue dosis-dependiente en ambos tipos

celulares.
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Control 11 mJ/cm? 22 mJ/cm? 35 mJ/cm? 75 mJ/cm?

HFFs

hASCs

Figura 21. Marcaje de células senescentes de cultivos de HFFs y hASCs en placa de 24
pocillos, sometidos a distintas dosis de radiacion UV-B, a las 6 horas de la irradiacidn.
Imagenes representativas de microscopia de contraste de fases (barra de escala 50 um).

Asi, a las 6 horas de la irradiacién, los HFFs mostraron diferencias
estadisticamente significativas (p<0.001) en el porcentaje de senescencia con
respecto a su control no irradiado con todas las dosis de irradiacidn. En el caso
de las hASCs, Unicamente se observaron diferencias con respecto a su control
no irradiado, con la dosis de 75 mJ/cm? (p<0.001). Al comparar los dos tipos
celulares, se observd un incremento del porcentaje de células senescentes en
los cultivos de los HFFs con respecto a los de hASCs (1.9, 2.3, 2.7 y 2.3 veces

superior con las dosis de 11, 22, 35y 75 mJ/cm?, respectivamente; figura 22).
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% Senescencia
(relativo a su correspondiente control)

11 mJ/cm 2 22 mJ/cm 2 35 mJ/cm 2 75 ml/ecm 2

6 horas

Figura 22. Porcentaje de células senescentes de los cultivos de HFFs y hASCs sometidos
a distintas dosis de radiacién UV-B en comparacion con sus respectivos controles no
irradiados (linea discontinua), a las 6 horas de la irradiacion. La figura muestra la media
+ DE representativa de tres experiencias independientes. *p<0.001 con respecto a su
correspondiente control; #p<0.001 entre las dos lineas celulares.

111.2.1.6. Efecto sobre la migracion celular

Como se observa en las figuras 23 y 24, mientras que en los controles no
irradiados de HFFs y hASCs la superficie de la herida fue colonizada totalmente
a las 48h, la radiacion UV-B produjo una disminucién dosis-dependiente de la

capacidad migratoria en ambas poblaciones celulares.
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Esta disminucidn en el nimero de células que migraron a la superficie de la
herida con respecto a sus respectivos controles no irradiados fue
estadisticamente significativa (p<0.05) para las intensidades de 11, 22 y 35
mJ/cm? para los HFFs, y Unicamente para las intensidades de 22 y 35 mJ/cm? en
el caso de las hASCs. Al comparar los dos tipos celulares, a las 24 horas la
migracidn celular de las hASCs con respecto a los HFFs fue 3.5 y 4.3 veces
superior para las intensidades de 22 y 35 mJ/cm?, respectivamente. A las 48
horas la diferencia en la capacidad migratoria entre los dos tipos celulares se
hace evidente en todas las intensidades de irradiacion, siendo 1.4, 1.5,3.5y 2.8
veces superior en las hASCs para las intensidades de 5, 11, 22 y 35 mJ/cm?,

respectivamente (figura 25).

1.5

mm  HFFs
mmm hASCs

Ne de células que migran al
areadela herida
(relativo a sus correspondientes controles)

24 horas 48 horas

Figura 25. Migracidén de HFFs y hASCs sometidos a distintas dosis de radiacion UV-B en
comparacion con sus respectivos controles no irradiados (linea discontinua), a las 0, 24
y 48 horas de la irradiacion. La figura muestra la media + DE representativa de tres
experiencias independientes. *p<0.05 con respecto a su correspondiente control;
#p<0.05 entre las dos lineas celulares.
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Una vez analizada la respuesta de los HFFs y las hASCs a diferentes intensidades
de radiacion UV-B, se puede concluir que las hASCs tienen mayor resistencia al
dafio producido por la irradiacidn que los HFFs. De hecho, el valor de la LDso de
las hASCs es 1.4 veces superior a la de los HFFs. Asi mismo, las hASCs muestran
menor porcentaje de citotoxicidad y senescencia, y una mayor capacidad

migratoria.

Con el objetivo de mejorar la resistencia de las hASCs a la radiaciéon UV-B para
su uso en terapia celular contra el fotoenvejecimiento, se planted la utilizacién
de las mismas para su pre-acondicionamiento, y se establecieron las dosis de

11, 22 y 35 mJ/cm? para la realizacion de la siguiente fase experimental.

El siguiente capitulo presenta el estudio del pre-acondicionamiento de las hASCs
mediante ciclos cortos de oxidacion con H,0; y el andlisis del efecto de dicho
pre-acondicionamiento: i) en condiciones de cultivo estandar, con el objetivo de
determinar la ausencia de efectos no deseados vy ii) sobre cultivos irradiados,
para evaluar la capacidad de adaptacidon al estrés de las hASCs pre-

acondicionadas (PC-hASCs).
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El uso de MSCs como terapia celular contra el fotoenvejecimiento ha mostrado
resultados muy prometedores. Sin embargo, pese al potencial terapéutico de
las MSCs, una de las principales limitaciones es mantener la viabilidad, las
propiedadesy la funcién de las células madre antes y después de la implantacidn
in vivo 17°, Para hacer frente a estas limitaciones se han desarrollado distintas
estrategias de pre-acondicionamiento in vitro de las MSCs basadas,
principalmente, en la modificacién de las condiciones de cultivo y el pre-
tratamiento con moléculas bioactivas . Estas estrategias han demostrado un
incremento de la tasa de supervivencia celular y del potencial de diferenciacion.
Ademas, estimulan los efectos paracrinos induciendo la supresion de factores

pro-inflamatorios y del desarrollo de fibrosis 7%,

En este capitulo se analiza el efecto del pre-acondicionamiento de las hASCs
con dosis bajas de H,0,, con el objetivo de mejorar la resistencia de estas

células al estrés oxidativo causado por la radiacion UV-B.
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IV.1. MATERIAL Y METODOS

IV.1.1. Modelo de pre-acondicionamiento de hASCs con H;0;

En este estudio se llevd a cabo un pre-acondicionamiento celular mediante el
tratamiento de las hASCs con pequefias dosis de H,0; durante un periodo de
tiempo prolongado. Se pretende que, de este modo, las células se adapten a
condiciones ambientales de oxidaciéon y refuercen sus mecanismos de defensa
qgue les permitan responder a un futuro estrés oxidativo de manera mas eficaz.
Para obtener hASCs pre-acondicionadas (PC-hASCs), las células fueron
sometidas a ciclos cortos de oxidacién con H,0; (Panreac AppliChem, Barcelona,
Espafia) a una concentracion de 10 uM en medio completo durante siete dias,
renovando el medio de oxidacién dos veces durante el procedimiento (ver
detalles en la patente HCO16; W0O/2013/004859, 2013). Las hASCs no pre-
acondicionadas fueron cultivadas de forma paralela renovando el medio de

cultivo sin oxidacion.

Transcurridas 24 horas del pre-acondicionamiento, las hASCs y PC-hASCs fueron
sembradas segun las condiciones establecidas (ver tabla 5) e incubadas a 37°C
en atmésfera del 5% de CO,, durante 24 horas en medio completo sin FBS, hasta

el comienzo de los experimentos.

IV.1.2. Determinacion del efecto del pre-acondicionamiento sobre las

hASCs

Para determinar el efecto del pre-acondicionamiento sobre la morfologia, el
ciclo celular y la proliferacién celular, las hASCs y PC-hASCs fueron analizadas en

condiciones estandar (sin inducciéon de estrés por irradiacién).
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1IV.1.2.1. Analisis de la morfologia celular

Para analizar el efecto del pre-acondicionamiento sobre la morfologia celular, al
término del Ultimo ciclo de oxidacidn se realizaron capturas de la imagen de los
cultivos a través del microscopio dptico (MO) de contraste de fases con el

objetivo 10x.

Morfologia

7dias

1V.1.2.2. Analisis del ciclo celular

El ciclo celular de las hASCs y PC-hASCs en condiciones estdndar se determind
mediante el marcaje del ADN con yoduro de propidio (PI, Life technologies™,
Eugene, OR, EE.UU.) y su posterior andlisis en el citdémetro de flujo (CF, Gallios,
Beckman Coulter, Indianapolis, IN, EE.UU.). El Pl es un agente fluorescente que
se intercala en el ARN y el ADN, por lo que la medida de la intensidad de
fluorescencia emitida (Aex: 488 nm y Aem: 617 nm) permite cuantificar el
contenido en ADN vy diferenciar la fase del ciclo celular (GO/G1, Sy G2/M) en la

que se encuentran las células %,

Después de cada ciclo de oxidacion, las células fueron despegadas del frasco de
cultivo con tripsina-EDTA y centrifugadas a 250 g durante 5 minutos, ajustando
posteriormente la concentracién a 1 x 10° células para su fijacién en 1 ml de
etanol al 70% (Panreac AppliChem, Barcelona, Espaia) y su almacenamiento a
4°C. Para el andlisis con el citdmetro de flujo, las muestras se incubaron durante
30 minutos a 4°C en 1 ml de PBS con PI (5 pg/ml) y RNasa (100 pg/ml, Roche,
Mannheim, Alemania). Los resultados se expresaron en UAF y se representaron

en escala logaritmica.
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Ciclo celular

144h 168h

72h

1V.1.2.3. Analisis de la proliferacién celular

La proliferacién celular de las hASCs y PC-hASCs se cuantificd segun el método
colorimétrico del PB. Para ello, las hASCs y PC-hASCs se sembraron a una
densidad de 1 x 10* células/pocillo en placas de 96 pocillos, en 100 pl de medio
completo sin FBS (5 réplicas por muestra). A los tiempos de 0, 24 y 48 horas, las
muestras se incubaron con PB (10% v/v), durante 3 horas a 37°C, y se realizaron
medidas de la absorbancia en el espectrofotometro a 570 nm y 600 nm. Los

valores obtenidos se expresaron relativizados a los valores de las hASCs.

Proliferacion

Oh 24h 48h

Pre-acondicionamiento hASCs o

IV.1.3. Determinacion del efecto del pre-acondicionamiento en la

resistencia de las PC-hASCs a la radiacion UV-B
1V.1.3.1. Evaluacion de la viabilidad celular

Para analizar el efecto del pre-acondicionamiento sobre la viabilidad de las PC-
hASCs sometidas a radiaciéon UV-B, ambos tipos de células (hASCs y PC-hASCs)
fueron sembradas a una densidad de 1 x 10* células/pocillo en placas de 96

pocillos, en 100 pul de medio completo sin FBS (5 réplicas por muestra). Tras 24
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horas de incubacién, los cultivos fueron irradiados sobre 100 pl de PBS a 11, 22

y 35 mJ/cm? y se sustituyd el PBS por medio de cultivo fresco sin FBS.

Transcurridas 24 y 48 horas después de la irradiacidn, se afiadio PB al 10% (v/v)
y se midid la absorbancia de las muestras a 570 nm y 600 nm. Los valores
obtenidos se expresaron relativizados a los valores del control no irradiado de

las hASCs.

Viabilidad

0oh 24h
Pre-acondicionamiento hASCs
UVv-B PrestoBlue™

1V.1.3.2. Determinacion de los niveles intracelulares de ROS

El efecto del pre-acondicionamiento sobre los niveles intracelulares de ROS de
las PC-hASCs irradiadas se analizé6 mediante la cuantificacidn de la fluorescencia
emitida por la sonda H,DCF-DA. Para ello, 1 x 10* células fueron sembradas en
placas de 96 pocillos, en 100 pl de medio completo sin FBS (5 réplicas por
muestra). Tras la medida de la autofluorescencia de los pocillos, se afiadieron
50 ul adicionales de PBS y se procedié a la irradiacion con UV-B a 11, 22 y 35
ml/cm?. La fluorescencia emitida por la sonda (Aex:490 nm y Aem: 538 nm) fue
registrada en el fluorimetro de placas 1 hora después de la irradiacion. Los
valores de ROS se expresaron en funcidn del nimero de células y relativizados

a los valores del control no irradiado de las hASCs.

ROS

oh 1h
Pre-acondicionamiento hASCs UV-B |,DcE-DA
H,0, PC-hASCs
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1IV.1.3.3. Anilisis de la expresion del factor de transcripcion Nrf2

El efecto del pre-acondicionamiento en la expresion de Nrf2 se realizé mediante
la técnica Western Blot. Para ello, las hASCs y PC-hASCs fueron sembradas en
placas de 6 pocillos (3 x 10° células) en 1 ml de medio completo sin FBS. Tras 24
horas de incubaciodn, los cultivos fueron irradiados a 11, 22 y 35 mJ/cm? e
incubados, durante 1 hora en medio completo sin FBS. Tras el periodo de
incubacidn, las células fueron lisadas en Laemmli 1x (Sigma-Aldrich® Chemical
Co, St. Louis, MO, EE.UU.) y sonicadas para obtener una muestra homogénea.
Se obtuvieron muestras de la fraccion total, la fraccidon citoplasmatica y la
fraccion nuclear empleando una adaptacion del protocolo de fraccionamiento
bioguimico de alta calidad de Rosner y cols. 7. Brevemente, las células se
centrifugaron y resuspendieron después en tampdén de extraccidn
citoplasmatica (Tris 20 mM, pH 7.6, EDTA 0.1 mM, MgCI2:6H20 2mM, Na3VO4
0.5 mM) para inducir en ellas un choque hipotdnico. Con el objetivo de liberar
las proteinas citoplasmaticas, se afadié Nonidet P-40 (Igepal, Sigma-Aldrich®
Chemical Co, St. Louis, MO, EE.UU.) a una concentracion final del 1%. A
continuacién, se centrifugd la suspensién a 500 g durante 3 minutos para
separar la fraccion citoplasmatica localizada en el sobrenadante;
posteriormente, la fraccién nuclear, contenida en el pellet, se resuspendié en
tampén de lisis Nonidet P-40 al 1% y se centrifugd a 4°C y 500 g durante 3
minutos. Este paso de lavado se repitid una vez mas para obtener una fraccién
nuclear pura. La cuantificacion proteica se realizd segun el método colorimétrico
descrito por otros autores, basado en la precipitacion con acido tricloroacético
(TCA, Fluka Biochemika, Steinheim, Alemania) y aloimina de suero bovino (BSA,
Sigma-Aldrich® Chemical Co, St. Louis, MO, EE.UU.) para determinar la curva de

referencia 8.

La fraccidn total, la fraccidn citoplasmatica y la fraccion nuclear se calentaron a

95°C durante 5 minutos para permitir su desnaturalizacién. A continuacion, las
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muestras desnaturalizadas se cargaron en geles SDS-PAGE (SDS, dodecilsulfato
sédico; PAGE, electroforesis en gel de poliacrilamida) al 10% y se procedid a la
separacion de las proteinas mediante electroforesis, utilizando el tampdn SDS
(Tris 25 mM, glicina 200 mM, SDS al 0,1% (p/v), pH 8.3) a 90 V durante 90
minutos en una celda Mini-Protean® 3 (Bio-Rad, Segrate, MI, ltalia). Las
proteinas separadas se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa (GE
Healthcare, Life Sciences, Freiburg, Alemania), aplicando una corriente de 380
mA durante 180 minutos a 4 °C y usando un tampdn de transferencia SDS (Tris
25 mM, glicina 200 mM, SDS al 0,1% (p/v), metanol al 20%, pH 8.3). A
continuacién, se comprobd la transferencia de las proteinas mediante la tincidn
de las membranas de nitrocelulosa con solucidn Ponceau S (Sigma-Aldrich®
Chemical Co, St. Louis, MO, EE.UU.). Una vez comprobada la transferencia, se
lavaron las membranas con TBS-T (Tris 20 mM, NaCl 500 mM, Tween-20 al 0,1%
(v/v), pH 7.5) para eliminar la solucién Ponceau y, seguidamente, se bloquearon
con leche en polvo al 5% en TBS-T, durante 1 hora a temperatura ambiente, para
eliminar las uniones inespecificas. Después, las membranas fueron incubadas
con los anticuerpos primarios Nrf2 (1:500, GeneTex, Barcelona, Espafia), B-
Actina (1:5000, EMD Millipore, Temecula, EE.UU.) y Lamin A+C (1:5000,
GeneTex, Barcelona, Espaiia) anti- Rabbit durante la noche a 4°C. Transcurrido
el periodo de incubacién, se lavaron las membranas con TBS-T y se incubaron
con el anticuerpo secundario (Goat anti-Rabbit IgG, 1:1000, Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, EE.UU.), durante 1 hora a temperatura ambiente.
Finalmente, las bandas de proteina fueron detectadas utilizando un substrato
quimioluminiscente (SuperSignal™ West Pico PLUS, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, EE.UU.) y las imagenes se adquirieron con el sistema de

documentacién en gel, G: Box Chemi HR16 (Syngene, Frederick, MD, EE.UU.).
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Expresion Nrf2

Oh 1h
Pre-acondicionamiento hASCs UV-B Western
H,0, PC-hASCs Blot

IV.1.3.4. Determinacion de la localizacion intracelular del factor de

transcripcion Nrf2

Para analizar el efecto del pre-acondicionamiento sobre la capacidad
antioxidante de las PC-hASCs, se determind la translocacién nuclear de Nrf2
mediante el inmunomarcaje fluorescente de dicha proteina. Para ello, se
sembraron 7 x 10% células en cubreobjetos de 12 mm de didmetro (Menzel-
Gldser, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EE.UU.), en 200 ul de medio
completo sin FBS. Transcurridas 24 horas después de la siembra, los cultivos se
irradiaron a 11, 22 y 35 mJ/cm? y se incubaron durante 1 hora, se lavaron con
PBS y se fijaron con paraformaldehido (PFA, PanReac AppliChem, Barcelona,
Espaia) al 4% durante 30 minutos a temperatura ambiente. Con el objetivo de
permitir la entrada del anticuerpo a las células, se permeabilizaron las
membranas con un 1% v/v de Tritén X-100 durante 5 minutos. Seguidamente,
se realizaron tres lavados de 10 minutos con PBS y se incubaron con BSA al 5%
en PBS durante 1 hora para bloquear las uniones inespecificas del anticuerpo a
otras proteinas. A continuacion, las células fueron incubadas a 4°C durante toda
la noche con el anticuerpo primario Nrf2 (anti-Rabbit, 1:500, GeneTex,
Barcelona, Espafia) en PBS con BSA al 1%. Finalmente, se lavaron los cultivos tres
veces con PBS y se incubaron, durante 1 hora a temperatura ambiente, con el
anticuerpo secundario Goat anti-Rabbit 1gG Alexa 488 (1:2000, Invitrogen,
Eugene, OR, EE.UU.) en PBS con un 1% de BSA y en oscuridad. Después de un
lavado con PBS, los cubreobjetos se montaron en portaobjetos de vidrio con

medio de montaje acuoso Fluoromount™ (Sigma-Aldrich® Chemical Co, St. Louis,
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MO, EE.UU.). Las muestras se analizaron mediante el microscopio de
fluorescencia Zeiss Axioskop (Carl Zeiss, Oberkochen, Alemania) y se obtuvieron
cinco imagenes de cada condicién para estimar la localizacién nuclear o

citoplasmica del marcador fluorescente.

Nrf2-n/c

oh 1h
Pre-acondicionamiento hASCs
UV-B
H,0, PC-hASCs

IV.1.3.5. Analisis de la migracion celular

El efecto del pre-acondicionamiento sobre la migracién de las PC-hASCs
sometidas a radiacién UV-B se determiné mediante el ensayo de “cierre de la
herida” 1*. Para ello, se sembraron 7 x 103 hASCs y PC-hASCs en 70 pl de medio
completo sin FBS, en placas con inserto de silicona de dos pocillos. Tras la
irradiacién a 5,11, 22 y 35 mJ/cm?, se elimind el inserto y se sustituyé el PBS por

medio completo sin FBS.

Inmediatamente después de la irradiacion y cada 24 horas, se tomaron
imagenes con el microscopio de contraste de fases. Los datos se representaron
expresando el valor promedio de células migrantes en cada tiempo y para las
diferentes intensidades de irradiacion, relativizando los datos a los obtenidos en

el control no irradiado de las hASCs.

Migracion

oOh 24h agh
Pre-acondicionamiento hASCs UV-B
H,0, PC-hASCs
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1V.1.4. Andlisis estadistico

Los ensayos se realizaron con un minimo de tres réplicas y, al menos, tres

experiencias independientes.

El andlisis estadistico de los resultados se realizé utilizando el programa
informatico GraphPad Prism (versién 5.0, GraphPad Software Inc., San Diego,
CA, Estados Unidos). Las pruebas paramétricas utilizadas para determinar la
significacién fueron la t-Student y el andlisis de la varianza (ANOVA),
dependiendo del caso. Todos los datos estan representados como la media +

DE.
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IV.2. RESULTADOS
IV.2.1. Andlisis del efecto del pre-acondicionamiento en las hASCs

Para confirmar que el pre-acondicionamiento no altera la morfologia, el ciclo
celular y la proliferacion, los cultivos de hASCs y PC-hASCs fueron analizados
mediante microscopia de contraste de fases, citometria de flujo y

espectrofotometria de placa con PB, respectivamente.

1IV.2.1.1. Efecto sobre la morfologia celular

Las hASCs poseen una morfologia fibroblastoide y un cardcter adherente,
creciendo en monocapa sobre la superficie del soporte de cultivo. Las imagenes
de la figura 26, muestran que las PC-hASCs mantuvieron las mismas

caracteristicas morfoldgicas y adhesivas que las hASCs.

hASCs PC-hASCs

Figura 26. Imagenes de microscopia de contraste de fases representativas de los cultivos
de hASCs y PC-hASCs en frasco de 175 cm? (barra de escala 100 pm).
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1V.2.1.2. Efecto sobre el ciclo celular

Para analizar el efecto del pre-acondicionamiento sobre el ciclo celular de las
PC-hASCs, tras cada ciclo de oxidacidon se recogieron muestras de los cultivos
para su marcaje con Ply analisis mediante citometria de flujo. El estudio del ciclo
celular demostrd la ausencia de diferencias significativas entre las hASCs y PC-
hASCs. Asi, el porcentaje de células PC-hASCs en la fase GO/G1 al término de
cada ciclo de oxidacion fue 85.8, 84.5 y 71.3%, respectivamente, valores muy
similares a los de las hASCs (88.7, 85.1 y 75.3%, p<0.05). Del mismo modo, el
porcentaje de células PC-hASCs en fase G2/M tampoco mostré diferencias con
respecto a las hASCs, siendo estos valores 14.1, 15.4 y 28.2% para las PC-hASCs
y 11.2, 14.8 y 24.3% para las hASCs (p<0.05), figura 27.

12 Ciclo 22 Ciclo 32 Ciclo

hASCs

Intensidad PI Intensidad Pl o Intensidad PI i

84,5%

15,4%

PC-hASCs

Intensidad PI o Intensidad PI e Intensidad P L

Figura 27. Distribucién de las fases del ciclo celular mediante citometria de flujo,
después de cada ciclo de oxidacidon del pre-acondicionamiento de las PC-hASCs y en las
mismas condiciones sin oxidacidon (hASCs). Figura representativa de tres experiencias

independientes.
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1V.2.1.3. Efecto sobre la proliferacion celular

El efecto del pre-acondicionamiento sobre la proliferacion celular se analizé
mediante el ensayo colorimétrico con PB. Como se muestra en la figura 28, no
se encontraron diferencias estadisticamente significativas en el ritmo
proliferativo entre las hASCs y las PC-hASCs a las 0, 24 y 48 horas tras el pre-

acondicionamiento.
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Figura 28. Ratio proliferativo entre las hASCs (valores normalizados en la linea
discontinua) y las PC-hASCs a las 0, 24 y 48 horas tras el pre-acondicionamiento. La figura
muestra la media + DE de tres experiencias independientes. p<0.05.

IV.2.2. Andlisis del efecto del pre-acondicionamiento sobre la

resistencia de las PC-hASCs a la radiacion UV-B

Una vez comprobado que el pre-acondicionamiento no altera la morfologia, el
ciclo celular y la actividad proliferativa de las hASCs, se procedié a evaluar el
efecto del pre-acondicionamiento en la resistencia de las PC-hASCs a la
radiacion UV-B. Para ello, se analizaron los siguientes parametros bioldgicos:
viabilidad, niveles intracelulares de ROS, capacidad antioxidante (expresion y
localizacion intracelular del factor de transcripcién Nrf2) y capacidad de

migracion celular.
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1V.2.2.1. Efecto sobre la viabilidad celular

El ensayo de viabilidad de las hASCs y PC-hASCs sometidas a las dosis
establecidas de radiacion UV-B se llevd a cabo mediante el método
colorimétrico del PB. La figura 29 muestra que el pre-acondicionamiento indujo
un incremento de la viabilidad de las PC-hASCs con respecto a las hASCs. Asi, en
comparacién al control no irradiado de las hASCs, mientras la dosis de
irradiaciéon de 11 mJ/cm? no produjo modificaciones significativas en la
viabilidad en ninguna de las poblaciones celulares, las dosis superiores (22 y 35
mJ/cm?) disminuyeron dicha viabilidad en ambas poblaciones celulares a las 24
horas de la irradiacidn; sin embargo, a las 48 horas, sdlo las PC-hASCs
recuperaron su viabilidad, llegando a alcanzar valores similares a los del control
no irradiado, tanto con la dosis de 22 mJ/cm? como con la dosis maxima de 35
mJ/cm?. De este modo, a dicho tiempo, la viabilidad de las PC-hASCs fue 1.3 y
1.2 veces superior con respecto a las hASCs irradiadas con las dosis de 22 y 35

ml/cm?, respectivamente (p<0.05).
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Figura 29. Viabilidad de los cultivos de hASCs y PC-hASCs sometidos a distintas dosis de
radiacién UV-B (11, 22 y 35 mJ/cm?), a las 24 y 48 horas tras su exposicion. Valores
relativizados a los del control no irradiado de las hASCs (linea discontinua). La figura
muestra la media + DE de tres experiencias independientes. *p<0.05 con respecto al
control de las hASCs no irradiadas; #p<0.05 entre las hASCs y PC-hASCs.
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1V.2.2.2. Efecto sobre los niveles intracelulares de ROS

El efecto del pre-acondicionamiento sobre el nivel de estrés oxidativo
provocado por la irradiacién se determind mediante el andlisis de los niveles
intracelulares de ROS. Como se observa en la figura 30.A, no se encontraron
diferencias significativas entre los controles no irradiados de las PC-hASCs y las
hASCs. Al analizar los niveles de ROS en los cultivos expuestos a radiacion (figura
30.B), se observé un aumento significativo dosis-dependiente de dichos niveles
60 minutos después de la irradiacién, tanto en las hASCs como en las PC-hASCs.
Unicamente se encontraron diferencias significativas entre ambas poblaciones
celulares con la dosis de irradiacion de 35 mJ/cm?, siendo los niveles de ROS en

este caso 1.2 veces superiores en las PC-hASCs (p<0.01).
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Figura 30. Niveles intracelulares de ROS en cultivos de hASCs y PC-hASCs sometidos a
distintas dosis de radiacién UV-B. Valores relativizados a los del control no irradiado de
las hASCs (linea discontinua), transcurridos 60 minutos desde la irradiacion. La figura
muestra la media + DE de tres experiencias independientes. *p<0.001 con respecto al
control de las hASCs no irradiadas; #p<0.01 entre las hASCs y PC-hASCs.
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1V.2.2.3. Efecto sobre la respuesta antioxidante

Para determinar el efecto del pre-acondicionamiento sobre la respuesta
antioxidante de las hASCs se analizé: i) la expresidn del factor de transcripcién
Nrf2 mediante Western Blot y ii) su translocacién desde el citoplasma al nicleo

mediante inmunofluorescencia, 1 hora después de la irradiacién.

Nrf2 es un factor de transcripcién que estimula la expresién de genes
citoprotectores frente al estrés oxidativo. En condiciones homeostaticas Nrf2 se
localiza en el citoplasma formando un complejo con su inhibidor Keapl. Bajo
condiciones de estrés oxidativo, este complejo se disocia y Nrf2 se transloca al
nucleo donde se une al ADN, regulando la expresién de proteinas

citoprotectoras.

En primer lugar, se analizé la expresion de Nrf2, tanto de la fraccién nuclear
como de la citoplasmatica, mediante Western Blot (figura 31.A y B). Como se
observa en la figura 31.B, las PC-hASCs mostraron una expresion mayor de Nrf2
en el ndcleo que en el citoplasma con todas las intensidades de radiacion,
mientras que las hASCs mostraron mayor expresion de Nrf2 citoplasmatico. Asi,
mientras la relacién Nrf2-n/c del control no irradiado de las PC-hASCs fue 1.4
veces menor que el control de las hASCs (p<0.05; figura 31.C), al someter los
cultivos a radiacién UV-B, dicha relacién aumenté hasta ser 2.4 y 1.6 veces
superior en las PC-hASCs con las intensidades de 11 y 35 ml/cm?,
respectivamente (p<0.01). Para la dosis de 22 mJ/cm?, la relacién Nrf2-n/c de
las PC-hASCs también fue 1.4 veces superior respecto a las hASCs, pero este

incremento no alcanzo significacion estadistica (p<0.05; figura 31.D).
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hASCs PC-hASCs hASCs PC-hASCs

- e - Nrf2-n o TS T R W

— — —— — — —— —
Lamin A/C

-

W ORI e | S -
] B-ACHNG | — - ——

- uv-B 11 22 35 11 22 35
(mJ/cm?)
C D
=== PC-hASCs hiases
=== PC-hASCs
1.5 157
= 5
g o)
o = L “
S 8 1.0 =810
S g2
. T‘E * z 4—2
S £ s 2
g3 £ 2
§3 00 307
2 2
= &
° ®
0.0- 0.0-

1hora 11 mJ/cm? 22 mJ/em? 35 mJ/cm?

1 hora

Figura 31. Expresion de la proteina Nrf2 en las fracciones citoplasmatica y nuclear de las
células hASCs y PC-hASCs mediante Western Blot en condiciones basales (A) y sometidas
a diferentes dosis de radiacién UV-B, 1 hora después de la irradiacion (B). La proteina
Nrf2 nuclear y citoplasmatica se detectd a 100 y 70 kDa respectivamente. El control de
carga de la proteina nuclear, Lamin A/C, se detectd a 73 kDa y el control de carga de la
proteina citosdlica, B-actina, a 43 kDa. Imagenes representativas de tres experiencias
independientes. Cuantificacion de la expresién de Nrf2-n/c de las hASCs y PC-hASCs en
condiciones basales (C) y sometidas a diferentes dosis de radiacion UV-B, 1 hora después
de la irradiacion (D). Valores relativizados al control no irradiado de las hASCs (linea
discontinua). La figura muestra la media + DE representativa de tres experiencias
independientes. *p<0.05 con respecto al control de las hASCs no irradiadas; #p<0.01
entre hASCs y PC-hASCs.

En segundo lugar, se analizd la localizacién intracelular de Nrf2 mediante

inmunofluorescencia. Como se observa en las micrografias de la figura 32, en
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condiciones basales, Nrf2 se localizé en el citoplasma, tanto en las hASCs como
en las PC-hASCs. Sin embargo, en las condiciones de estrés oxidativo inducido
por todas las dosis de irradiacion (11, 22 y 35 ml/cm?), la proteina Nrf2 se
localizé en el nucleo en el caso de las PC-hASCs, mientras que permanecio en

mayor medida en el citoplasma en las hASCs.

hASCs PC-hASCs

Control

11 mJ/cm?

22 mJ/cm?

35 mJ/cm?

Figura 32. Inmunofluorescencia de la distribucidn intracelular de la proteina Nrf2
(verde) en los cultivos de hASCs y PC-hASCs sometidos a diferentes dosis de radiacion
UV-B, 1 hora después de la irradiacion. Imagenes representativas de microscopia de
fluorescencia (barra de escala 25 um).
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Asi, no se encontraron diferencias en el ratio intensidad de fluorescencia de Nrf2
nuclear/citoplasmatico (Nrf2-n/c) entre las células no irradiadas (figura 33.A).
Después de una hora de la irradiacion, dicha relacion fue 1.5, 1.3 y 1.8 veces
superior en las PC-hASCs con respecto a las hASCs con las intensidades de 11,

22 y 35 mJ/cm?, respectivamente (p<0.001, figura 33.B).
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Figura 33. Ratio de los valores de intensidad de la inmunofluorescencia de Nrf2 entre la
regidon nuclear y la region citoplasmatica de las hASCs y PC-hASCs, en condiciones
basales (A) y sometidas a diferentes dosis de radiacion UV-B, 1 hora después de la
irradiacion (B). Valores relativizados al control no irradiado de las hASCs (linea
discontinua). La figura muestra la media + DE representativa de tres experiencias
independientes. *p<0.01 con respecto al control de las hASCs no irradiadas; #p<0.001
entre hASCs y PC-hASCs.

1V.2.2.4. Efecto sobre la migracion celular

El andlisis del efecto del pre-acondicionamiento sobre la migracion de las células
expuestas a radiacién UV-B mostrd una mayor capacidad migratoria de las PC-
hASCs con respecto a las hASCs, hecho que se evidencia con la dosis alta de

irradiacion (figuras 34 y 35).
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Asi, a las 24 horas de la irradiacién, la migracion del control no irradiado de las
PC-hASCs fue 1.2 veces superior al control de las hASCs (p<0.05; figura 36.A),
efecto que no se mantiene a las 48 h. También se observé un aumento de la
capacidad migratoria de las PC-hASCs a las 24 horas de su irradiacion con las
dosis de 5, 11, 22 y 35 ml/cm? pese a no encontrarse diferencias
estadisticamente significativas. En cambio, a las 48 horas, dicho aumento se hizo
evidente con la dosis de 35 mJ/cm?, siendo 1.7 veces superior en las PC-hASCs

con respecto a las hASCs (p<0.05; figura 36.B).
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Figura 36. Cuantificacidn de la migracién de las células hASCs y PC-hASCs en condiciones
basales (A) y sometidas a distintas dosis de radiacion UV-B, a las 24 y 48 horas de la
irradiacidn (B). Valores relativizados a los del control no irradiado de las hASCs (linea
discontinua). La figura muestra la media + DE representativa de tres experiencias
independientes. *p<0.05 con respecto al control de las hASCs no irradiadas; #p<0.05
entre las hASCs y PC-hASCs.
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El pre-acondicionamiento con dosis bajas de H,0, no modifica la morfologia, el
ciclo celular y la actividad proliferativa de las hASCs. Tras la exposicién de los
cultivos a la radiacién UV-B, las PC-hASCs muestran mayor viabilidad, actividad
de migracion y capacidad de respuesta al estrés oxidativo, al menos en parte
relacionado con la activacién del sistema antioxidante intracelular inducida por

Nrf2.

A la vista de estos resultados, se planted una estrategia terapéutica basada en
la utilizaciéon del medio acondicionado por las PC-hASCs (PC/CM) privadas de
suero durante 48 horas como mecanismo de proteccién del dafo causado por

la radiacion en los fibroblastos de la dermis.

En el siguiente capitulo se presenta el estudio del tratamiento de los HFFs con
PC/CM y el anélisis del efecto de dicho tratamiento en la proteccion de estas

células frente a la radiacion UV-B.
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Evaluacion del efecto del medio acondicionado por las
células PC-hASCs en la respuesta de los HFFs a la irradiacion
con UV-B
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El beneficio terapéutico de las MSCs es atribuible tanto a su capacidad de
diferenciacién, como al efecto paracrino ejercido por los factores solubles que
secretan. Estas células sintetizan y secretan una gran cantidad de sustancias
biolégicamente activas, principalmente antioxidantes y citocinas, que pueden
ser obtenidas y almacenadas de forma segura durante periodos prolongados de
tiempo, sin que se produzca una pérdida de su actividad 1°92%, Se cree que el
80% del potencial terapéutico de las MSCs se debe a dicha actividad paracrina
% Por esta razdn, los productos paracrinos de las MSCs podrian ser
considerados una alternativa al uso de las propias células en terapia
regenerativa, con las siguientes ventajas 1°2138; j) evitar problemas asociados
con el trasplante de células vivas como la compatibilidad inmune, la posible
tumorigenicidad, la formacion de émbolos y la transmision de infecciones; ii)
biomodificar y escalar a dosis especificas los componentes del secretoma para
obtener un producto final con mayor rendimiento; y iii) reducir el coste de la

terapia, ya que el uso del CM es mas econémico y mas prdctico para la aplicacion

clinica.

En este capitulo se analiza el efecto terapéutico del CM derivado de las células
PC-hASCs (PC/CM) en la respuesta de los HFFs a la radiacion UV-B. En primer
lugar, se establece un modelo de tratamiento de los HFFs con PC/CM vy, a
continuacién, se analizan distintos pardmetros bioldgicos relacionados con el

fotoenvejecimiento.
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V.1. MATERIAL Y METODOS

V.1.1. Obtenciéon del medio acondicionado derivado de las células PC-

hASCs

Para la obtencion del medio derivado de las PC-hASCs, al término del Gltimo
ciclo de oxidacion del pre-acondicionamiento, se realizé un lavado con PBS y se
incubaron las células en medio completo (0.13 ml/cm?) en ausencia de FBS
durante 48 horas. A continuacion, se recogid el medio, se centrifugd a 250 g
durante 5 minutos y se filtré a través de una membrana de 0.2 um de didmetro
de poro. Este medio acondicionado derivado de las PC-hASCs (PC/CM) se

almacend a -20°C para su posterior uso (figura 37).

Pre-acondicionamiento
Lavado con PBS

Privacion de FBS durante
48 horas

Obtencién del PC/CM

+ Centrifugacion
a2s0g

* Filtrado 0,2 @

Figura 37. Esquema del proceso de obtenciéon del PC/CM.

V.1.2. Modelo de tratamiento de HFFs con PC/CM

Para llevar a cabo el tratamiento de los HFFs con el PC/CM (HFFs PC/CM+), se
procedid a la siembra de los cultivos segun las condiciones indicadas en la tabla
5, seguida de un periodo de incubacidon de 24 horas con medio de cultivo

estandar. El soporte de siembra utilizado dependié del pardmetro a analizar.
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El tratamiento consistié en la sustitucién del medio de cultivo por el mismo
volumen de PC/CM, mantenido durante un periodo de incubacién de 24 horas.
Pasado este tiempo, y tras un lavado con PBS, se procedié a la irradiacion de las
célulasa 11, 22 y 35 mJ/cm?. Por ultimo, se sustituyd el PBS por medio completo
sin FBS y se incubaron los cultivos durante diferentes periodos de tiempo,

dependiendo del tipo de ensayo a realizar (figura 38).

Los HFFs no tratados (HFFs PC/CM-) se cultivaron en paralelo, sustituyendo el

medio de cultivo por medio fresco sin FBS.

Siembra de los HFFs en medio completo
durante 24 horas

Tratamiento con PC/CM
durante 24 horas

Irradiacion sobre PBS

Sustitucion del PBS por
medio completo sin FBS

Figura 38. Esquema del proceso de tratamiento de los HFFs con PC/CM.

V.1.3. Determinacion del efecto del tratamiento con PC/MC sobre los

HFFs en condiciones basales

El efecto del tratamiento con PC/MC sobre sobre los HFFs en condiciones
basales (en ausencia de estrés por irradiacion), se determind mediante el

estudio de la morfologia y la proliferacion celular.
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V.1.3.1. Andlisis de la morfologia celular

El efecto del PC/CM sobre la morfologia celular de los HFFs se analizé 48 horas
después de aplicar el tratamiento, mediante capturas de la imagen de los

cultivos a través del microscopio de contraste de fases.

Morfologia

Oh 48h

V.1.3.2. Anadlisis de la proliferacion celular

La proliferacidn celular de los HFFs PC/CM+ se determind mediante el método
colorimétrico del PB. Para ello, los HFFs fueron sembrados a una densidad de 1
x 10* células/pocillo en placas de 96 pocillos, en 100 pl de medio completo (5
réplicas por muestra). Transcurridas 0, 24 y 48 horas del tratamiento, las
muestras se incubaron con PB (10% v/v) durante 3 horas a 37°C y se realizaron
medidas de absorbancia en el espectrofotometro a 570 nm y 600 nm. Los

valores se expresaron relativos a los obtenidos de los HFFs PC/CM-.

Proliferacion

Oh 24h 48h

“ PC/CM PrestoBlue™

V.1.4. Determinacion del efecto del tratamiento con PC/MC sobre la

resistencia de los HFFs a la radiacién UV-B

El efecto del tratamiento con PC/MC sobre sobre la resistencia de los HFFs a la
radiacidon con UV-B, se determiné mediante la evaluacidon de la viabilidad celular,

los niveles intracelulares de ROS, el porcentaje de apoptosis, el andlisis de
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citotoxicidad celular, el porcentaje de células senescentes y las alteraciones en
el citoesqueleto celular, la migracién celular y las modificaciones en la expresién
génica y sintesis de proteinas relacionadas con la remodelacion de la MEC y la

inflamacion.

V.1.4.1. Evaluacion de la viabilidad celular

Para analizar el efecto del tratamiento sobre la viabilidad de los HFFs sometidos
a la radiacién UV-B, los cultivos fueron sembrados a una densidad de 1 x 10*
células/pocillo en placas de 96 pocillos, en 100 pl de medio completo (5 réplicas
por muestra). Tras el tratamiento, el PC/MC fue sustituido por PBS y se procedid
alairradiacién de las células a 11, 22 y 35 mJ/cm?. A continuacidn, se sustituyé
el PBS por medio de cultivo fresco sin FBS. Transcurridas 0, 24 y 48 horas de la
irradiacion, se afiadio PB al 10% (v/v) y se midio la absorbancia de las muestras
como se ha descrito previamente. Los valores de absorbancia obtenidos se
expresaron relativizados a los valores del control no irradiado de los HFFs

PC/CM- a tiempo 0 horas.

Viabilidad

oh 24h 48h
“ PCICM PrEStOBIueTM

V.1.4.2. Determinacion de la citotoxicidad

El efecto del tratamiento con PC/CM sobre la citotoxicidad de los HFFs
sometidos a radiaciéon UV-B se llevd a cabo mediante la cuantificacion de la
enzima LDH liberada al medio por las células dafiadas. Para ello, se sembraron
1 x 10* células/pocillo en placas de 96 pocillos, en 100 pl de medio completo (5
réplicas por muestra). Tras el tratamiento con PC/CM, los cultivos fueron

irradiados sobre 100 pl de PBS con dosis de 11, 22 y 35 mJ/cm?. A continuacion,
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se sustituyd el PBS por medio completo sin FBS y las células se incubaron
durante 24 horas. La medida de la cantidad de LDH liberada se llevd a cabo
mediante el kit de deteccion de citotoxicidad (Cytotoxicity Detection kit) segun

el protocolo detallado previamente en la pagina 92.

Citotoxicidad

Oh 24h

V.1.4.3. Analisis de la apoptosis

La determinacién del porcentaje de HFFs en apoptosis se llevé a cabo mediante
citometria de flujo, utilizando para ello el kit Alexa Fluor® annexin 488 V//Dead
Cell Apoptosis (Molecular Probes®, Eugene, OR, EE.UU.). Este método permite
diferenciar las células vivas de las apoptéticas y necréticas mediante el doble
marcaje con Pl y anexina V. La membrana celular es impermeable al PI, un
agente fluorescente que se une a los 4cidos nucleicos en las células muertas,
mientras que la anexina V, se une a la fosfatidilserina expuesta en la membrana

externa de las células apoptdticas.

En este caso, los HFFs fueron sembrados a una densidad de 3 x 10°
células/pocillo en placas de 6 pocillos, en 1 ml de medio completo. Tras el
tratamiento con PC/CM vy la irradiacion de las células, los cultivos se
mantuvieron durante 24 horas, momento en el que las células fueron
despagadas del soporte de cultivo con tripsina-EDTA y la suspensidn celular se
centrifugd a 250 g durante 5 minutos a 4°C. Después de un lavado con PBS a 4°C,
el pellet celular fue marcado con los fluoréforos anexina V Alexa Fluor 488 (5%)
y PI (100 pg/ml) durante 15 minutos a temperatura ambiente. Finalmente se
realizd la medida de fluorescencia con el citémetro de flujo (Aem: 499y 617 nm,

Aex: 488 y 535 nm). Los datos obtenidos fueron expresados en UAF.
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Apoptosis

Oh 24h

V.1.4.4. Determinacion de los niveles intracelulares de ROS

El efecto del tratamiento con PC/MC sobre los niveles intracelulares de ROS de
los HFFs sometidos a radiacidn UV-B se analizé mediante la cuantificacién de la
fluorescencia emitida por la sonda H,DCF-DA. Para ello, 1 x 10* células fueron
sembradas en placas de 96 pocillos, en 100 pl de medio completo (5 réplicas por
muestra). Finalizado el tratamiento, se midié la autofluorescencia de los pocillos
sobre 50 ul de PBS. A continuacién, se procedid a la irradiacién de las células
con UV-B (11, 22 y 35 mJ/cm?) sobre 100 pl de PBS. La fluorescencia emitida por
la sonda (Aex: 490 nm y Aem: 538 nm) fue registrada en el fluorimetro de placas
1 hora después de la irradiacion. Los valores de ROS se expresaron en UAF

relativizados al nimero de células.

ROS

Oh 1h

V.1.4.5. Evaluacion de la senescencia celular

El andlisis del efecto del tratamiento con PC/CM sobre la senescencia celular
inducida por la radiacidon UV-B en los HFF, se determiné mediante la medida del
incremento de la actividad de la enzima SA-B-gal en dicha poblacién celular.
Para ello, se sembraron 6.2 x 10* células en placas de 24 pocillos, en 200 pl de
medio completo (3 réplicas por muestra). Como control positivo se utilizaron
cultivos envejecidos (pases 10-14). Tras el tratamiento con PC/CM, los cultivos

se irradiaron a 11, 22 y 35 mlJ/cm? y se incubaron durante 48 horas.
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Posteriormente, se lavaron las células con PBS 1x y se fijaron con la solucion
fijadora (0.2% de formaldehido + 0.02% de glutaraldehido) durante 6-7 minutos.
Se realizaron 3 lavados con PBS 1x para eliminar los restos de fijador y se
incubaron durante toda la noche a 37°C, en ausencia de CO,, con la solucién de
tincién que contiene X-gal. Las células senescentes se identifican por la

coloracion azul que adopta el citoplasma tras la hidrdlisis del sustrato X-gal.

La observacion y cuantificacidon de las células senescentes se realizé mediante
microscopia de campo claro y se expresé como porcentaje de células

senescentes en el cultivo.

Senescencia

oh 48h

V.1.4.6. Andlisis de la integridad estructural celular

Para evaluar el efecto del tratamiento con PC/CM sobre el mantenimiento de la
morfologia celular de los HFFs, se llevd a cabo el analisis del citoesqueleto
mediante el marcaje de los filamentos de actina (F-actina) con Phalloidin-iFluor
488 (Abcam, Cambridge, Reino Unido). La faloidina es un péptido presente en el
género Amanita que se une fuertemente a la F-actina de las células. Su uso como
sonda conjugada con un fluoréforo permite analizar la distribucion de los

filamentos de actina del citoesqueleto.

Se sembraron 3 x 10* células/pocillo en cdmaras de cultivo de 8 pocillos, en 200
ul de medio completo. Tras el tratamiento, se irradiaron los cultivos con dosis
de 11, 22 y 35 mJ/cm? y se sustituyé el PBS por medio fresco sin FBS. Después
de 48 horas de incubacion, se realizaron dos lavados con PBS vy se fijaron las

células con PFA al 4%, durante 15 minutos a temperatura ambiente. Tras tres
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lavados con PBS se permeabilizaron las membranas con Tritén X-100 al 1%
durante 30 minutos a temperatura ambiente. Finalmente, los cultivos fueron
incubados durante 1 hora con Hoechst (0.1 pl/ml, Abcam, Cambridge, Reino

Unido) y Phalloidin-iFluor 488 (1 ul/ml) en BSA al 3%.

Las muestras se analizaron mediante el microscopio de fluorescencia Zeiss

Axioskop (Aex:493 nm y Aem: 517 nm).

F-actina

Oh 48h
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V.1.4.7. Analisis de la expresion génica

La determinacion del efecto del tratamiento con PC/CM sobre la expresion
génica de proteinas relacionadas con la inflamacién (IL-6) y con la remodelacion
de la MEC (MMP-1 y pro-colageno tipo 1), se realizé mediante PCR cuantitativa
(RT-gPCR, reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real) a partir del
ARNm obtenido de cada tipo celular en las diferentes condiciones de cultivo.
Para ello, los HFFs se sembraron a una densidad de 3 x 10° células/pocillo en
placas de 6 pocillos, en 1 ml de medio completo. Tras el tratamiento con PC/CM,
se irradiaron los cultivos a 11, 22 y 35 mJ/cm? y se sustituy6 el PBS por medio

completo sin FBS.
Extraccidn y purificacion del ARNm

La extraccion del ARNm celular se realizd con el Kit NucleoSpin® RNA XS
(Macherey-Nagel, Diiren, Alemania). Para ello, 24 horas después de la
irradiacion, las células fueron despegadas del soporte de cultivo con Tripsina-
EDTA y centrifugadas a 250 g durante 5 minutos. El pellet celular resultante fue

lisado y homogenizado con el agente reductor TCEP (tris-(2-carboxietil) fosfina

147



V. Capitulo 3

clorhidrato) al 2%. Seguidamente, se afiadié el transportador de ARN
(polinucledtido-fosforilasa, 0.2 ng/ul) para mejorar la unién de los &acidos
nucleicos a la membrana de silice y evitar la degradacién del ARN. Las muestras
fueron transferidas a los tubos colectores para su filtrado a 11.000 g durante 30
segundos y se anadid etanol al 70% para homogenizar los lisados. A
continuacién, se procedié a la extraccion del ARN mediante su unién a las
membranas de silice contenidas en las columnas colectoras. Para ello, los lisados
fueron transferidos a tubos colectores con membrana de silice y centrifugados
a 11.000 g durante 30 segundos. Para la desalacidn de la membrana se afiadio
la solucién de guanidina tiocianato + etanol (5-20%) y se centrifugd a 11.000 g
durante 30 segundos. A continuacién, se eliminé la contaminaciéon con ADN
mediante su digestidon con rDNasa durante 15 minutos a temperatura ambiente.
Finalmente, se realizaron tres lavados con la solucion de lavado (guanidina
tiocianato 30-60% + etanol 20-35%) y se eluyd el ARN en 20 ul de H,0 libre de

RNasa mediante su centrifugacién a 11.000 g durante 30 segundos (figura 39).

La concentracion de ARN se determind mediante espectrofotometria. La
relacién de absorbancia a 260 y 280 nm, medida por el espectrofotometro
NanoDrop ND-1000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EE.UU.), se utilizé
como parametro para cuantificar y evaluar la calidad del ARN total extraido

(valores que oscilan entre 1.8 y 2).

1. Lisis 2. Filtrado 3. Unién 4. Desalacién 5. Digestion 6. Lavado 7. Elucién

Figura 39. Esquema del proceso de extraccién y purificacion del ARNm.
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Retrotranscripcion

La retrotranscripcion del ARN para sintetizar ADN complementario (cDNA)
mediante la enzima retrotranscriptasa (RT) se llevd a cabo con el kit iScript™
cDNA Synthesis (Bio-Rad, Segrate, MI, Italia), en condiciones de esterilidad y
manteniendo los reactivos en hielo. Para ello, se afiadieron 4 ul del mix de
reaccion (oligo d(T) y cebadores aleatorios), 1 pl de RT y 300 ng de ARN, y se
ajustod el volumen a 20 pl con H,0 libre de RNasa. El paso de transcripcion
inversa se realizé en el termociclador (C1000™ Thermal Cycler, Bio-Rad,
Segrate, MI, ltalia) segun el siguiente programa: un Unico ciclo de cebado
durante 5 minutos a 25°C, transcripcion reversa durante 20 minutos a 46°C e

inactivacion de la RT durante 1 minuto a 95°C.
Amplificaciéon del cDNA

El nivel de expresion de IL-6, MMP-1 y pro-colageno tipo | se determind
mediante PCR en tiempo real. Para ello, se preparé el mix de reaccién formado
por: 12.5 ng de cDNA, 4 pl del fluoréforo SYBR Green (Aex: 498 y Aem: 522 nm;
iTag™ Universal SYBR® Green Supermix, Bio-Rad, Segrate, Ml, Italia), 0.5 uM de
cebadores (Integrated DNA Technologies, Coralville, IA, EE.UU.; tabla 9) y H,O
hasta ajustar el volumen de la reaccién a 10 pl. La amplificacién del cDNA se
realizd en el termociclador (CFX96 Touch Deep Well Real-Time PCR Detection
System, Bio-Rad, Segrate, M, Italia) en las siguientes condiciones de ciclo: un
ciclo de incubacién de 3 min a 93°C, seguido de 39 ciclos (30 segundos a 95°C,

30 segundos a 55°Cy 1 minuto a 72°C).

La cuantificacién de la fluorescencia (Aex: 498 y Aem: 522 nm) se realiz6 con el
programa CFX Manager vy la sefial de amplificacién se normalizo a los valores de

GAPDH (Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa).
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Tabla 9. Secuencia directa e inversa de los cebadores de los genes MMP-1, COL1A2, IL-
6y GAPDH.

Secuencia directa del cebador  Secuencia inversa del cebador
(3-5°) (53
IL-6 GCAGATGAGTACAAAAGTCCTGA CTTCGACGTCCGTGTCTT
MMP-1 GACAGAGATGAAGTCCGGTTT CTGTAGATGTCGAGGAAACCG
COL1A2 GTGAGAGAGGAGTTGTTGGAC TACCAGACCTACCTAACTTCC

GAPDH ACATCGCTCAGACACCATG GGGAAGTAACTGGAGTTGATGT

Gen

Expresion genética
oh 24h

V.1.3.8. Anadlisis de la sintesis proteica

El analisis del efecto del tratamiento con PC/CM sobre el nivel de sintesis
proteica de IL-6, MMP-1 y pro-coldgeno tipo | en los HFFs sometidos a radiacion
UV-B se determind mediante la técnica ELISA (ensayo por inmunoabsorcién
ligado a enzimas). Este método permite detectar y cuantificar un antigeno
especifico en la muestra, mediante su unién a un anticuerpo enlazado a una
enzima capaz de generar un producto detectable mediante un cambio de color.
La medida de la absorbancia es proporcional a la cantidad de antigeno en la

muestra 2%,

Para ello, los HFFs se sembraron a una densidad de 3 x 10° células/pocillo en
placas de 6 pocillos, en 100 ul de medio completo. Tras el tratamiento con
PC/CM, los cultivos fueron irradiados con dosis de 11, 22 y 35 mJ/cm? y se
sustituyd el PBS por medio fresco sin FBS. A las 24 horas de la irradiacidn, se
recogié el medio y se centrifugd a 250 g durante 5 minutos, para su

almacenamiento a -20°C hasta su uso.
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Para la cuantificacién proteica se utilizaron los kits DuoSet® Ancillary Reagent
kit 2, Human IL-6, Human Total MMP-1y Human Pro-Collagen la1/COLIA1 (R&D
Systems, Minneapolis, MN, EE.UU.). En primer lugar, se cubrid la superficie de
los pocillos de la microplaca con 100 pl de anticuerpo de captura (2 pg/ml para
IL-6, 800 ng/ml para MMP-1y 4 pg/ml para COL1A1) y se incubd durante toda
la noche a temperatura ambiente. Después de tres lavados con la solucién de
lavado (0.05% Tween en PBS), se bloquearon las uniones inespecificas con 300
pl de reactivo diluyente (1% BSA en PBS), durante 1 hora. Tras el periodo de
incubacidn, se lavaron los pocillos para eliminar los restos de BSA y se afadieron
100 pl/pocillo de medio de cultivo procedente de las muestras a evaluar diluido
en reactivo diluyente (1:64 para IL-6, 1:256 para MMP-1y 1:512 para COL1A1),
durante 2 horas. Se procedié a otra fase de lavado y se incubaron las muestras
en 100 pl de anticuerpo de deteccién (50 ng/ml para IL-6, 250 ng/ml para MMP-
1 y 100 ng/ml para COL1A1), durante 2 horas. Después de los lavados, se
afiadieron 100 pl de estreptavidina-HRP (Horseradish Peroxidase, dilucién 1:40)
y se incubaron las muestras protegidas de la luz durante 20 minutos. A
continuacién, se lavaron los pocillos y se afiadieron 100 pl de la solucidn
substrato (50% H,0, y 50% tetrametilbencidina) durante 20 minutos en
oscuridad. Finalmente, se afiadieron 50 pl de 2N H,SO, sobre el substrato para
detener la reaccion y se midid la absorbancia de las muestras en el
espectrofotdmetro a 450 y 540 nm. La cantidad de proteina se calculé tomando
como referencia la curva estandar de concentracidn conocida de cada proteina,

y relativizada al nimero de células.

Expresion proteica

oh 24h 48h
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V.1.4.9. Analisis de la migracion celular

El efecto del tratamiento con PC/CM sobre la migracion de los HFFs sometidos
a radiacién UV-B se determind mediante el ensayo de “cierre de la herida” .
Para ello, se sembraron 7 x 10% células/pocillo en 70 pl de medio completo en
placas con inserto de silicona de dos pocillos. Tras el tratamiento con PC/CM,
los HFFs fueron irradiados con dosis de 5, 11, 22 y 35 mJ/cm?, se eliminé el

inserto y se sustituyé el PBS por medio completo sin FBS.

Inmediatamente después de la irradiacién y cada 24 horas, se tomaron
imagenes con el microscopio de contraste de fases. Los datos se representaron
expresando el valor promedio del nimero de células migradas en cada tiempo
y para las diferentes intensidades de irradiacién, relativizando los datos a los

obtenidos en el control no irradiado de los HFFs PC/CM-.

Migracion

Oh 24h 48h

V.1.5. Analisis estadistico

Los ensayos se realizaron con un minimo de tres réplicas y, al menos, tres

experiencias independientes.

El andlisis estadistico de los resultados se realizd utilizando el programa
informatico GraphPad Prism (version 5.0, GraphPad Software Inc., San Diego,
CA, Estados Unidos). Las pruebas paramétricas utilizadas para determinar la
significacién fueron la t-Student y el andlisis de la varianza (ANOVA),
dependiendo del caso. Todos los datos estan representados como la media +

DE.
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V.2. RESULTADOS

V.2.1. Anailisis del efecto del tratamiento con PC/CM en los HFFs

Con el objetivo de determinar si el tratamiento con PC/CM induce
modificaciones en parametros celulares esenciales, los HFFs PC/CM- y PC/CM+
fueron analizados mediante microscopia de contraste de fases para la
evaluacion de la morfologia celular y a través de espectrofotometria de placa

con PB para la valoracidon de la actividad proliferativa.

V.2.1.1. Efecto sobre la morfologia

Las imagenes de la figura 40 muestran que tanto los cultivos de HFFs PC/CM+
como los HFFs PC/CM- presentan las mismas caracteristicas morfoldgicas y de
adhesién al soporte de cultivo. Asi, en ambos casos los HFFs adoptan una
morfologia fusiforme, con finas prolongaciones citoplasmaticas, y crecen

adheridas a la superficie del soporte de cultivo formando una monocapa.

HFFs PC/CM-

24h

48h

Figura 40. Imagenes de microscopia de contraste de fases representativas de los cultivos
de HFFs PC/CM+ y PC/CM+ en placas de cultivo de 6 pocillos (barra de escala 100 um) a
las 24 y 48 horas de la siembra.
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V.2.1.2. Efecto sobre la proliferacion celular

El efecto del tratamiento con PC/CM sobre la proliferacién celular se analizé
mediante el ensayo de viabilidad celular con PB. Como se muestra en la figura
41, transcurridas 48 horas desde el tratamiento con PC/CM, se produjo un ligero
aumento de la proliferacion de los HFFs PC/CM+ con respecto a los HFFs PC/CM-

(incremento de 1.1 veces a las 48 horas; p<0.01).
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Figura 41. Ratio proliferativo entre los HFFs PC/CM- (valores normalizados en la linea
discontinua) y los HFFs PC/CM+ a las 24 y 48 horas tras el tratamiento. La figura muestra
la media + DE de tres experiencias independientes. *p<0.01.

V.2.2. Andlisis del efecto del tratamiento con PC/CM en la resistencia de

los HFFs a la radiacion UV-B

V.2.2.1. Efecto sobre la viabilidad celular

El ensayo de viabilidad de los HFFs PC/CM- y PC/CM+ sometidos a las dosis
establecidas de radiacion UV-B se analizé mediante el método colorimétrico del

PB. Como se muestra en la figura 42, el tratamiento aumentd significativamente
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(p<0.05) la viabilidad de los HFFs PC/CM+ con respecto a los HFFs PC/CM- a las
24 y 48 horas tras la irradiacién. Asi, la viabilidad de los HFFs PC/CM+ fue 1.1,
1.1y 1.2 veces superior con respecto a los HFFs PC/CM- con las intensidades de
11, 22 y 35 mJ/cm?, respectivamente a las 24 horas, y 1.2 y 1.3 veces superior

con las intensidades de 22 y 35 mJ/cm?, respectivamente, a las 48 horas.
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Figura 42. Viabilidad de los cultivos de HFFs PC/CM- y PC/CM+ sometidos a distintas
dosis de radiacién UV-B (11, 22 y 35 mJ/cm?), a las 24 y 48 horas tras su exposicion.
Valores relativizados a los del control no irradiado de los HFFs PC/CM- a tiempo O horas.
La figura muestra la media + DE de tres experiencias independientes. #p<0.05.

V.2.2.2. Efecto sobre el grado de citotoxicidad

Para evaluar el posible efecto citoprotector del tratamiento con PC/CM, se
cuantifico la liberacidn de la enzima LDH 24 horas después de la exposicion de
los cultivos a la irradiacion con UV-B. Como se observa en la figura 43, el
tratamiento con PC/CM redujo la cantidad de LDH liberada en los HFFs PC/CM+
en comparacion con la liberada por los HFFs PC/CM-. Al igual que en el caso

anterior, este efecto también se produjo con todas las dosis de irradiacidn, si
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bien la reduccién del porcentaje de citotoxicidad fue significativa con las dosis

de 22 y 35 mJ/cm? (1.3 y 1.5 veces menor, respectivamente; p<0.05).
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Figura 43. Porcentaje de citotoxicidad en los cultivos de HFFs PC/CM- y PC/CM+
sometidos a distintas dosis de radiacién UV-B, estimada a las 24 horas tras su exposicion
mediante la cuantificacion de la LDH liberada al medio extracelular. La figura muestra la
media £ DE de tres experiencias independientes. #p<0.05.

V.2.2.3. Efecto sobre el nivel de apoptosis

El nivel de apoptosis se analizd6 mediante el marcaje con Alexa Fluor® 488 y P,
24 horas después de la exposicidon de las células a la irradiacion. Como se
observa en la figura 44.A, el tratamiento con PC/CM disminuyé el porcentaje de
apoptosis de los HFFs sometidos a la radiacién con UV-B. Si bien con todas las
dosis de irradiacidn se observd un porcentaje menor de células apoptdticas en
los HFFs PC/CM+ en comparacion con los HFFs PC/CM-, dicha reduccién fue
estadisticamente significativa (p<0.01) con las dosis de 22 y 35 mJ/cm? (3.0 y 2.3

veces menor, respectivamente; figura 44.B).
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Figura 44. Analisis de la apoptosis temprana y tardia de los cultivos de HFFs PC/CM- y
PC/CM+ sometidos a distintas dosis de radiacion UV-B, a las 24 horas tras su exposicion.
A) Histogramas representativos de los resultados de tres experiencias independientes.
Ensayo de anexina V/PI realizado mediante citometria de flujo. Anexina V-/PI- indica
células vivas (azul); anexina V+/Pl- o anexina V+/Pl+ representa la fase de apoptosis
temprana o tardia respectivamente (verde); anexina V-/Pl+ representa la poblacion de
células necroticas (rojo). B) Cuantificacién del porcentaje de células que experimentan
apoptosis temprana y tardia (media + DE representativa de tres experiencias
independientes). #p<0.01.
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V.2.2.4. Efecto sobre los niveles intracelulares de ROS

Como se observa en la figura 45, en los cultivos no sometidos a irradiacion el
tratamiento con PC/CM no produjo diferencias significativas en los niveles

intracelulares de ROS respecto a los cultivos de HFFs no tratados.

La exposicidon de los cultivos a la radiacion UV-B indujo un aumento dosis-
dependiente de los niveles intracelulares de ROS, tanto en los HFFs PC/CM-
como en los HFFs tratados. Sin embargo, este aumento fue significativamente
mayor en los HFFs PC/CM+ que en los HFFs PC/CM- (1.2, 1.1y 1.3 veces superior
con las dosis de 11, 22 y 35 mJ/cm?, respectivamente, a los 60 minutos post-

irradiacion; p<0.05).
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Figura 45. Niveles intracelulares de ROS en cultivos de HFFs PC/CM- y PC/CM+
sometidos a distintas dosis de radiacién UV-B. Los valores fueron obtenidos a los 60
minutos desde la irradiacion. La figura muestra la media + DE representativa de tres
experiencias independientes. #p<0.05.
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V.2.2.5. Efecto sobre el fenotipo senescente

Entre otras alteraciones citadas previamente, el fenotipo senescente esta
caracterizado por un aumento del tamafio celular y de la actividad de la enzima
SA-B-gal. Por tanto, para determinar el efecto del tratamiento en el fenotipo de
los HFFs sometidos a radiacidon UV-B, 48 horas tras su exposiciéon se analizé: i) la
distribucién del citoesqueleto, que determina la morfologia celular, mediante el
marcaje de los filamentos de F-actina con faloidina vy ii) el porcentaje de células

senescentes mediante la deteccidon histoquimica de la actividad de la enzima SA-

B-gal.

En primer lugar, como se observa en la figura 46.A, mientras que la exposicién
a la radiacion de los HFFs tratados con PC/CM no modificd su morfologia, en los
HFFs PC/CM- se produjo un aumento del tamafio celular de manera dosis-
dependiente. Asi, la relacion entre el area del citoplasma y el nUmero de células
de los HFFs PC/CM- fue 1.4 veces superior que en los HFFs PC/CM+ con las dosis
de 22 y 35 mJ/cm? (p<0.05; figura 46.B).
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Figura 46. A) Marcaje de los filamentos de actina del citoesqueleto de los HFFs PC/CM-
y PC/CM+ sometidos a distintas dosis de radiacion UV-B, a las 48 horas tras su
exposicion. El color verde corresponde a la distribucion de los filamentos de F-actina. En
azul, los nucleos marcados con Hoechst. Imagenes representativas de microscopia de
fluorescencia (barra de escala 50 um). B) Relacién entre el area del citoplasma vy el
ndmero de HFFs PC/CM- y PC/CM+ sometidos a distintas dosis de radiacion UV-B, a las
48 horas tras su exposicion. La figura muestra la media + DE de tres experiencias
independientes. #p<0.05.

En segundo lugar, en relaciéon al analisis de la actividad de la enzima SA-B-gal,
como se puede apreciar en la figura 47, la exposicion de las células a la radiacion
UV-B indujo un incremento dosis-dependiente de la actividad de la enzima SA-
B-gal. Sin embargo, este incremento fue significativamente menor en los HFFs
tratados con PC/CM (figura 47.A). Asi, a las 48 horas de la irradiacién, el
porcentaje de células senescentes en los cultivos de HFFs PC/CM+ fue 1.5y 1.4
veces menor que en los cultivos de HFFs PC/CM- con las dosis de 22 y 35 mJ/cm?,
respectivamente (p<0.01). Al igual que lo que ocurria en el andlisis de la
valoracion del porcentaje de apoptosis y del nivel de citotoxicidad, la reduccion
de la actividad enzimatica apreciada en los cultivos HFFs PC/CM+ con la dosis de

11 mJ/cm?, no alcanzd significacion estadistica (figura 47.B).
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Figura 47. A) Imagenes de microscopia éptica (contraste de fases) de los cultivos de HFFs
PC/CM-y PC/CM+ sometidos a distintas dosis de radiacion UV-B, 48h tras la irradiacion.
Las células senescentes se identifican por la coloracion azul del citoplasma debido a la
actividad de la enzima SA-B-gal (barra de escala 50 um). B) Porcentaje de células
senescentes de los cultivos de HFFs PC/CM- y PC/CM+ sometidos a distintas dosis de
radiacion UV-. La figura muestra la media + DE representativa de tres experiencias
independientes. #p<0.01.
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V.2.2.6. Efecto sobre la expresidn génica y sintesis de proteinas relacionadas

con la inflamacion y la remodelacién de la MEC

En primer lugar, se analizé la expresion génica y sintesis de la IL-6, una
interleucina implicada en los procesos inflamatorios. Como se observa en la
figura 48, la exposicidn de los HFFs a la radiacién UV-B indujo un aumento dosis-
dependiente tanto de la expresion como de la sintesis de IL-6, siendo este
aumento menor en los HFFs tratados con PC/CM. Respecto a la expresidn génica
de dicha proteina a las 24 horas, aunque no hubo diferencias significativas entre
los controles, en los cultivos irradiados con las dosis de 11, 22 y 35 mJ/cm?, dicha
expresion génica en los HFFs PC/CM+ fue 1.9, 2.3 y 2.9 veces menor,
respectivamente, que en los HFFs PC/CM- (p<0.05; figura 48.A). Por su parte, en
relacion a la sintesis proteica de IL-6, si bien ésta fue significativamente menor
en el control de los HFFs tratados con PC/CM a las 24 horas, a las 48 horas dicha
sintesis fue 15.8 veces mayor que en los controles HFFs PC/CM- (p<0.001); sin
embargo, en los cultivos irradiados la sintesis de IL-6 en los HFFs PC/CM+ fue
significativamente menor que en los HFFs PC/CM-, tanto a las 24 como a las 48
horas (a este ultimo tiempo, fue 2.5, 1.9 y 2.4 veces menor, con las dosis de 11,

22 y 35 mJ/cm? respectivamente; p<0.001; figuras 48.B y C).
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Figura 48. Niveles de expresion génica (A) y sintesis de IL-6 de los cultivos de HFFs
PC/CM- y PC/CM+ sometidos a distintas dosis de radiacion UV-B, a las 24 (B) y 48 horas
(C). La figura muestra la media + DE representativa de tres experiencias independientes.
#p<0.05.

En segundo lugar, se analizo la expresion génica y la sintesis proteica de una de
las principales enzimas relacionadas con la remodelacién de la MEC, la MMP-1.
Como se observa en la figura 49.A, en ausencia de irradiaciéon, no hubo
diferencias significativas en la expresiéon entre los controles tratados y no
tratados. En cambio, la exposicidn de los cultivos a la radiacidn UV-B indujo un
aumento de la expresién de MMP-1, efecto que se observé con todas las dosis
de irradiacidn y en ambas poblaciones celulares. Sin embargo, en todos los

casos, los niveles de expresion de dicha enzima fueron significativamente
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menores en los HFFs PC/CM+ (1.6, 1.9 y 1.9 veces inferior que en los HFFs

PC/CM-, con las dosis de 11, 22 y 35 mJ/cm?, respectivamente; p<0.001).

En cuanto a la sintesis de MMP-1, de modo similar a lo descrito con la IL-6, a las
48 horas se observé un incremento de MMP-1 (3.3 veces mayor) en el control
de los HFFs tratados con PC/CM respecto a los controles HFFs PC/CM- (p<0.001).
Sin embargo, en los cultivos irradiados la induccidn de la sintesis de MMP-1 en
los HFFs PC/CM+ fue significativamente menor que en los HFFs PC/CM-, tanto a
las 24 como a las 48 horas (a este ultimo tiempo, fue 1.7, 1.2 y 1.8 veces menor,

con las dosis de 11, 22 y 35 mJ/cm? respectivamente; p<0.001; figuras 49.B y C).
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Figura 49. Niveles de expresion génica (A) y sintesis de la proteina MMP-1 de los cultivos
de HFFs PC/CM- y PC/CM+ sometidos a distintas dosis de radiacién UV-B, a las 24 (B) y
48 horas (C) tras su exposicidn. La figura muestra la media + DE representativa de tres
experiencias independientes. #p<0.05.
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Por ultimo, se analizd la expresidn génica y sintesis proteica de pro-colageno
tipo I, el mas abundante en la piel y cuya funcién es proporcionarle soporte y
resistencia. Como se observa en la figura 50, en ausencia de irradiacién y en
comparacién con los HFFs PC/CM-, el tratamiento con PC/CM indujo un
incremento de pro-colageno tipo |, tanto de su expresion génica (1.9 veces
superior; p<0.001), como de la sintesis proteica (2.0 y 1.4 veces superior tras 24

y 48 horas de la irradiacion, respectivamente; p<0.05).

Tras la exposicion de los HFFs a la radiacién UV-B, en el caso de los HFFs PC/CM-
no se observaron modificaciones en la sintesis de pro-coldgeno tipo I, salvo una
reduccidn a las 24 horas (1.8 veces respecto a su control) con la dosis de 11
mJ/cm? (p<0.01). En el caso de los HFFs PC/CM+, dicha reduccién con respecto
a su control se observoé con todas las dosis de irradiacién a las 24 horas (2.5, 1.6
y 2.2 veces con las dosis de 11, 22 y 35 mJ/cm? respectivamente; p<0.001),
recuperando los niveles de su control a las 48 horas (figuras 50.B y C). En
cualquier caso, lo niveles de pro-colageno tipo | en los HFFs PC/CM+ siempre se

mantuvieron igual o por encima de los niveles de los HFFs PC/CM-.
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Figura 50. Niveles de expresion génica (A) y sintesis de pro-coldgeno tipo | de los cultivos
de HFFs PC/CM- y PC/CM+ sometidos a distintas dosis de radiacién UV-B, a las 24 (B) y
48 horas (C) tras su exposicidn. La figura muestra la media + DE representativa de tres
experiencias independientes. #p<0.05.

V.2.2.7. Efecto sobre la migracion celular

Las figuras 51, 52 y 53 ilustran el efecto del tratamiento con PC/CM sobre la
migracion celular tanto en los cultivos controles como en los sometidos a la
irradiacion con UV-B. En primer lugar, en los cultivos no sometidos a irradiacion,
el tratamiento con PC/CM no modificé la capacidad migratoria de los HFFs
(figura 53.A). En cambio, en los cultivos irradiados el tratamiento con PC/CM
atenud el efecto inhibidor de la actividad migratoria de los HFFs ejercido por la

radiacién UV-B cuando dicha exposicidn se produce a dosis bajas (figura 53.B).
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De este modo, a las 24 horas, a excepcidn de la dosis de 5 mJ/cm?, se aprecid
una reduccién dosis-dependiente de la migracion en ambas poblaciones
celulares, que si bien fue menor en los HFFs PC/CM+, las diferencias no
alcanzaron significacion estadistica con respecto a los valores de los cultivos
HFFs PC/CM-. A las 48 horas post-irradiacion, mientras ambas poblaciones
celulares irradiadas con dosis altas de 22 y 35 mJ/cm? continuaron con una
elevada reduccién de su capacidad migratoria (y sin demostrar diferencias
significativas entre los HFFs tratados y no tratados), los cultivos irradiados con
las dosis inferiores recuperaron parcialmente su actividad migratoria. Sin
embargo, en este caso, dicha recuperacion fue significativamente superior en
los cultivos tratados con PC/CM. Asi, la actividad migratoria de los HFFs PC/CM+
fue 1.4 veces superior a la de los HFF PC/CM-, tanto con la dosis de 5 como con
la de 11 mJ/cm? (p<0.05). Curiosamente, con la dosis de 5 mJ/cm?, los valores
de migracién de los HFF PC/CM+ llegaron a superar los valores de migracion del

control no irradiado (p<0.001; figura 53.B).
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Figura 53. Migracion de los cultivos de HFFs PC/CM- y PC/CM+ en condiciones basales
(A) y sometidos a distintas dosis de radiacion UV-B a las 24 y 48 horas de la irradiacion
(B). Valores relativizados a los del control no irradiado de los HFFs PC/CM (linea
discontinua). La figura muestra la media + DE de tres experiencias independientes.
*p<0.001 con respecto al control de los HFFs PC/CM-; #p<0.05 entre los HFFs PC/CM-y
PC/CM+.
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Tras la exposicidn de los cultivos a radiaciéon UV-B, los HFFs PC/CM+ muestran
mayor viabilidad y capacidad de migracion, ademas de un incremento en la
expresion y sintesis de pro-colageno tipo I. Asi mismo, los HFFs PC/CM+
muestran un menor porcentaje de citotoxicidad, apoptosis y senescencia, junto

con una disminucién en la expresién y sintesis de MMP-1 e IL-6.
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El fotoenvejecimiento constituye uno de los retos terapéuticos de la
dermatologia moderna. Actualmente, la estrategia mas eficaz para hacer frente
al fotoenvejecimiento es la prevencion primaria, también denominada
fotoproteccidn, fundamentada en el uso tépico de lociones que actian como
filtro solar. Sin embargo, muchos de los compuestos empleados en estas
lociones pueden ser absorbidos por la piel causando alergia, fototoxicidad o
irritacién cutdnea ®1. Ademas, pueden reaccionar fotoquimicamente con los ROS

reduciendo su eficacia en la proteccién solar ¥’.

A pesar de la incorporacién de nuevas tecnologias y enfoques innovadores en la
fotoproteccion tdpica, la utilidad de los actuales protectores solares es limitada.
En este contexto, la terapia celular con MSCs surge como una alternativa
prometedora en la prevencién del fotoenvejecimiento. Las MSCs poseen la
capacidad de inducir la regeneracién de las células dérmicas, a través de su
actividad paracrina, estimulando la angiogénesis y protegiendo a dichas células

frente al estrés oxidativo &2

Sin embargo, a pesar de la potencialidad terapéutica de las MSCs, su utilizacion
no estd exenta de dificultades, fundamentalmente relacionadas con el
mantenimiento de su viabilidad y funcidn antes y después de la implantacién in
vivo. Para hacer frente a estas limitaciones se han desarrollado distintas
estrategias de pre-acondicionamiento in vitro de las MSCs basadas,
principalmente, en la modificacion de las condiciones de cultivo y su pre-
tratamiento con moléculas bioactivas 1. Estas estrategias han demostrado un
incremento de la tasa de supervivencia celular y del potencial de diferenciacion
de estas células 7%, Ademads, dicho pre-acondicionamiento permite estimular la
actividad paracrina induciendo la supresién de factores pro-inflamatorios y

limitando el desarrollo de fibrosis 2.

Tomando como referencia estos antecedentes, nuestro estudio de investigacion

ha tenido como finalidad aportar nueva informacién sobre la utilidad de esta
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estrategia terapéutica de pre-acondicionamiento para reducir el dafio celular
dérmico de la radiacién UV-B, y contribuir asi a analizar su potencial aplicacion
en el fotoenvejecimiento. Para ello, evaluamos el efecto del pre-
acondicionamiento de las hASCs con dosis bajas de H,0,, sobre la capacidad
antioxidante y la actividad paracrina de estas células, con el objetivo de proteger
a los fibroblastos dérmicos frente a los dafios que causa la radiacién UV-B. Se
eligid esta poblacion celular porque es la encargada de sintetizar el componente
fibrilar de la MEC y, por tanto, del mantenimiento de su equilibrio estructural y

189 La irradiacidn in vitro de fibroblastos con UV-B, con la

metabdlico
consecuente induccion de estrés oxidativo en dichas células, se ha establecido
como un modelo experimental para el estudio del envejecimiento cutdneo
extrinseco 2°. Asimismo, estimamos preciso caracterizar de forma previa la
respuesta de las hASCs frente al estrés oxidativo para poder valorar

adecuadamente su potencial terapéutico en este dmbito.

Para llevar a cabo el estudio, establecimos un modelo de irradiacién in vitro con
UV-B. En primer lugar, analizamos el efecto de dosis crecientes de radiacion UV-
B sobre la viabilidad de los HFFs y las hASCs, con el fin de establecer el rango de
dosis adecuado para realizar los ensayos de este estudio. Observamos una
correlacidn directa entre las dosis de irradiacion aplicada y la disminucién de la
viabilidad celular en ambas poblaciones celulares, si bien dicha reduccién fue
1.4 veces mayor en el caso de los HFFs (LDso = 45.67 mJ/cm?) respecto a la de las
hASCs (LDsp = 63.21 mJ/cm?). A partir de estos datos, se establecié el rango de
dosis de irradiacién por encima y por debajo de los valores de LDsode los HFFs
para los ensayos posteriores (11, 22, 35 y 75 mJ/cm?). Las dosis utilizadas son
muy similares a las empleadas por otros autores como Samively cols., los cuales
han reportado una LDsp para los HFFs (40 mJ/cm?) muy préxima a la obtenida en
nuestro estudio 22, Ademas de reducir la densidad de los cultivos, la radiacion

UV-B produjo la pérdida de la morfologia fusiforme y la reducciéon de
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adhesividad al soporte de cultivo en ambas poblaciones celulares, efectos muy
evidentes a partir de la dosis intermedia de 22 mJ/cm? en el caso de los HFFs.
Dichos cambios morfoldgicos pueden estar asociados a alteraciones de las vias
de sefializacidn intracelular y de la expresion génica, y afectar a la movilidad

celular 2%,

En la misma linea, la evaluacion de la actividad de la enzima LDH —indicador de
muerte celular y, por tanto, de citotoxicidad, cuya presencia en el medio de

204 _permitié observar también en ambas

cultivo es habitual tras la lisis celular
poblaciones celulares, un aumento dosis-dependiente de dicho marcador en
funcién de la intensidad de irradiacion, tanto a las 24 como a las 48 horas. Es
importante destacar que dicho aumento de la citotoxicidad fue
significativamente menor en el caso de las hASCs irradiadas con las dosis mas

altas (35 y 75 mJ/cm?).

El aumento de los niveles de ROS como consecuencia de la exposicion a la
radiacion parece ser uno de los principales agentes implicados en el proceso de
envejecimiento de la piel 22, La exposicién a la radiacion UV-B conduce a las
células de la piel a un estado de estrés oxidativo, consecuencia de la limitada
capacidad de las células para eliminar el exceso de ROS generado por la
radiacidon. En nuestro estudio, la exposicion de los cultivos a la radiacion UV-B
provocd un aumento dosis-dependiente de los niveles intracelulares de ROS,
tanto en los HFFs como en las hASCs, observando diferencias entre ambas lineas
celulares Unicamente con la dosis mas alta de irradiacidn (75 ml/cm?), con la
gue las hASCs, curiosamente, mostraron mayores niveles de ROS. El incremento
de los niveles de ROS produce dafio indirecto en el ADN y, en consecuencia, las
células detienen la progresidn del ciclo celular y aumentan la expresion de genes
asociados a la senescencia 2. En este sentido, encontramos que la exposicién
de los HFFs y las hASCs a la radiacion UV-B indujo senescencia prematura en

ambas poblaciones celulares, como lo demuestra el aumento del tamafio celular
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y de la actividad de la enzima B-gal, caracteristicas tipicas de las células
senescentes. Sin embargo, mientras que los HFFs mostraron diferencias
estadisticamente significativas con respecto a su control no irradiado con todas
las dosis de irradiacion, en las hASCs Unicamente encontramos diferencias con
respecto a su control con la dosis mas alta de irradiacién (75 mJ/cm?). Ademas,
al comparar ambos tipos celulares tras su irradiacién con cualquiera de las dosis
empleadas, se observd un mayor porcentaje de células senescentes en los
cultivos de los HFFs que en los de las hASCs. Estos datos sugieren que estas
células madre son capaces de responder y controlar mejor el exceso de
produccién de ROS, incluso cuando las dosis de radiacion son realmente
elevadas, donde parece légico pensar que sdélo las células mas resistentes
pueden llegar a producir los niveles mds altos de ROS. De hecho, diversos
autores 2 han puesto de relieve la importancia de dichos ROS como

mediadores de diferentes funciones celulares, como se comenta mas adelante.

El acimulo de células senescentes en los tejidos y drganos envejecidos altera
los procesos fisioldgicos, incluida la regeneracidn, y contribuye a la progresion
de patologias relacionadas con el envejecimiento, como la reduccion de la
capacidad de cicatrizacidn de las heridas cutaneas 2°’. Dado que los fibroblastos
son las células encargadas de la sintesis de los componentes de la MEC, la
contraccion de la herida y la remodelacion de la nueva MEC en el proceso de
cicatrizacion 2%2%°, decidimos analizar el efecto de la radiacion UV-B sobre la
capacidad migratoria de los HFFs, y la comparamos con la de las hASCs. En este
caso, incluimos la dosis de 5 mJ/cm? con el objetivo de dotar al analisis de una
mayor sensibilidad. Al igual que con los parametros anteriormente analizados,
la capacidad migratoria de los HFFs y de las hASCs sometidos a radiacion UV-B
mostré una disminucidn dosis-dependiente en ambas poblaciones celulares; sin
embargo, de nuevo, dicha disminucién fue mayor en el caso de los HFFs, tanto

a las 24 como a las 48 horas de la irradiacion. Ademas, sélo en el caso de las
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hASCs, tras 48 horas de su exposicion a la radiacion con la dosis mas baja (5
mJ/cm?), apreciamos un aumento de la capacidad migratoria con respecto a su
control no irradiado. Este resultado concuerda con los obtenidos por otros
autores como Jeong y cols., en cuyo estudio demostraron que la exposicién de
las hASCs a dosis bajas de radiaciéon UV-B estimula su supervivencia, su
capacidad de migracion, la angiogénesis y los efectos paracrinos in vitro, en cuyo

mecanismo de accidn participa de forma relevante la generacién de ROS °.

Todos estos resultados demuestran la mayor resistencia de las hASCs frente al
efecto nocivo de la radiacion UV-B respecto a la de los HFFs. Los datos obtenidos
estdn en concordancia con los publicados por Lépez Pérez y cols., en cuyo
estudio proponen que la mayor capacidad proliferativa y viabilidad de las MSCs
con respecto a los HFFs in vitro podria predecir en parte, la capacidad

regenerativa de las MSCs in vivo 21,

En vista de estos resultados, y con el objetivo de mejorar la resistencia de las
hASCs frente a la radiacion UV-B para su posible uso en terapia celular contra el
fotoenvejecimiento, nos planteamos incrementar su eficacia mediante el pre-
acondicionamiento con ciclos cortos de oxidaciéon con H,0,. Dado que el estrés
oxidativo mediado por ROS es una de las principales causas de la apoptosis y

178 varios estudios se han

muerte celular de las MSCs después del trasplante
centrado en analizar el efecto beneficioso del pre-acondicionamiento, durante
un corto periodo de tiempo, con pequeias concentraciones de H,0, (1-100 uM).
En dichos estudios se ha observado un aumento moderado de los niveles de ROS
durante el pre-acondicionamiento, lo cual podria actuar como un estimulo
promotor de la supervivencia que posibilite a las células mantener su viabilidad
212 'y facilitar, de este modo, la adaptacion de las células al estrés oxidativo
causado por altas concentraciones de ROS en los tejidos lesionados. En trabajos

previos, nuestro grupo de investigacion ha demostrado que el pre-

acondicionamiento con H,0, mejora la capacidad de recuperacion de las hASCs
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tras su descongelacion, y su capacidad de respuesta al estrés oxidativo y a la
privacion de nutrientes *2, También hemos demostrado que el mecanismo de
accién que las hASCs pre-acondicionadas con H,0; utilizan para incrementar su
capacidad de respuesta en condiciones de estrés oxidativo, esta relacionado con
la sobreexpresidn de Nrf2 y el incremento de enzimas relacionadas (HO-1, SOD-
1, GPx-1y CAT) ¥°. Asimismo, hemos descrito que dicho pre-acondicionamiento
con H,0; incrementa también la capacidad de reparacién de las hASCs, asi como
la de su CM, del dafo oxidativo sufrido por otras lineas celulares; en concreto,
este efecto fue observado en un modelo de oligodendrocitos (HOGd) sometidos
a estrés oxidativo, donde la capacidad de reparacién estuvo relacionada con una
disminucién de los niveles de ROS y el aumento de la capacidad antioxidante de

las HOGd &,

En todos estos estudios previos, la induccion del estrés oxidativo se llevo a cabo
mediante el cultivo celular con H,0; (0.25-0.5 mM). Sin embargo, el objetivo del
presente trabajo fue analizar la resistencia de las hASCs pre-acondicionadas con
H,0, al estrés oxidativo causado por la radiacion UV-B. Tomando como
referencia los estudios previos realizados, en primer lugar, analizamos el efecto
del pre-acondicionamiento con H;O, (10 uM) en condiciones de cultivo
estdndar, demostrando que dicho pre-acondicionamiento no afecta a
parametros celulares basicos de las hASCs, como la morfologia, el ciclo celular o
la proliferacién, lo que indica que, en condiciones normales, las PC-hASCs no

difieren de las hASCs en dichos pardmetros.

En segundo lugar, comparamos la respuesta de las hASCs y PC-hASCs a la
exposiciéon a radiacion UV-B. Observamos que, una hora después de la
irradiacién (11, 22 y 35 mJ/cm?), los niveles de ROS aumentaron de manera
dosis-dependiente en ambas poblaciones celulares; sin embargo, en contra de
lo esperado, con la dosis méas alta de irradiacién (35 mJ/cm?) dichos niveles

fueron superiores en las PC-hASCs. Este resultado es coherente con un hallazgo
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previo de nuestro grupo de investigacion, segun el cual las hASCs limitan su
actividad mitocondrial en un intento de reducir los niveles de ROS intracelulares,
mientras que las PC-hASCs aumentan dicha actividad mitocondrial ya que
cuentan con una mayor concentracion de antioxidantes que pueden
contrarrestar los ROS '7°, Por tanto, este aumento en los niveles de ROS podria
ser consecuencia de un aumento transitorio de la fosforilacidon oxidativa de las
PC-hASCs para obtener ATP de manera mas rapida y poder sobrevivir en un
microambiente hostil 23, En este sentido, se ha de tener presente que, mientras
niveles elevados de ROS pueden causar dafio en el ADN, las proteinas y los
lipidos, niveles moderados son necesarios para activar las vias de sefializacién
esenciales que regulan funciones celulares como la proliferacion y Ia
diferenciacion #42%, Asi por ejemplo, se ha demostrado que el aumento de los
niveles de ROS mitocondrial es necesario para activar las vias de estrés celular

que, paraddjicamente, protegen del dafio oxidativo 2%°,

A continuacion, analizamos el efecto del pre-acondicionamiento sobre la
viabilidad celular y observamos que, mientras a las 24 horas de la irradiacion,
tanto las hASCs como las PC-hASCs disminuyeron su viabilidad, a las 48 horas,
solo las PC-hASCs fueron capaces de recuperarla, llegando a alcanzar valores
similares a los del control no irradiado de las hASCs, incluso con las dosis mas
altas de irradiacion. Por tanto, en concordancia con nuestros estudios previos,
el pre-acondicionamiento con H,0, también incrementa la viabilidad de estas
células cuando son sometidas a radiacion UV-B. Este aumento de la
supervivencia de las PC-hASCs probablemente se deba a la activacién de
diferentes vias de sefalizacion. Dado que nuestros estudios se basan en un
modelo de estrés oxidativo, centramos nuestra atencién en la via de
sefializacion Nrf2-ARE, un importante mecanismo celular para reducir dicho
estrés. Nrf2 es un factor de transcripcidon que regula la expresidon de genes que

codifican proteinas antioxidantes, anti-inflamatorias y detoxificantes °°,
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Cuando los niveles de ROS son elevados, Nrf2 se disocia de Keap1l y se transloca
al ndcleo, donde se une a ARE, iniciando la expresién de enzimas desintoxicantes
y proteinas antioxidantes %%, Nuestro andlisis de la expresion de Nrf2, tanto
de la fraccidon nuclear como de la citoplasmatica, mostré que el pre-
acondicionamiento de las hASCs aumentd la relacion Nrf2-n/c en las PC-hASCs
una hora después de la irradiacién. En esta situacién de estrés oxidativo, la
proteina Nrf2 se localizé en el nucleo en el caso de las PC-hASCs, mientras que
permanecié en mayor medida en el citoplasma en las hASCs. Como ya
demostramos previamente, la sobreexpresion de Nrf2 produce un incremento
de HO-1, SOD-1, GPx-1 y CAT, pudiendo neutralizar el aumento de los ROS y

favorecer asi la supervivencia de las PC-hASCs 179216,

Por otro lado, uno de los principales mecanismos en los que se basa el potencial
terapéutico de las MSCs es su capacidad de migracién al lugar de la lesidn. Sin
embargo, el microambiente adverso que existe en el tejido dafiado, puede
limitar esta capacidad migratoria. Por ello, analizamos el efecto del pre-
acondicionamiento de las hASCs sobre su capacidad de migracidén después de la
irradiacion con UV-B, observando un aumento de dicha capacidad en las PC-
hASCs respecto a las hASCs, en las condiciones de mayor dosis de radiacién (1.7
veces superior con la dosis de 35 mJ/cm?). En concordancia con estos resultados,
varios estudios llevados a cabo por otros autores con distintos protocolos de
pre-acondicionamiento con H;0;, han demostrado un incremento de la
capacidad migratoria de las MSCs en condiciones de estrés oxidativo mediante
el aumento de la expresion de SDF-1 y de su receptor CXCR4, ambos implicados
en el proceso de activacién de la migracion y la supervivencia celular en los

tejidos dafiados 217218,

En conjunto, nuestros resultados sugieren que la mayor actividad del sistema
antioxidante celular inducido por Nrf2 permite a las PC-hASCs responder mejor

frente al dafio inducido por la radiacién UV-B, como lo demuestra el aumento
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de su viabilidad y de su capacidad de migracién respecto a las hASCs ante dosis
elevadas de 35 mJ/cm?, y ello a pesar del incremento de los niveles de ROS
observado en dichas células pre-acondicionadas. Por tanto, dado que las PC-
hASCs poseen una mayor capacidad de respuesta al estrés oxidativo, parece
|6gico utilizar estas células para proteger a otras poblaciones celulares, como los

fibroblastos dérmicos, frente al dafio oxidativo.

En la actualidad, existen numerosos estudios que evidencian que el potencial
terapéutico de las hASCs no sélo es atribuible a su capacidad de diferenciacion
o su capacidad de migracién al lugar de la lesién, sino también a través de los
factores que secretan. Asi, por ejemplo, Park y cols. han observado en modelos
murinos que el CM de las hASCs estimula tanto la sintesis de coldgeno como la
migracion de los fibroblastos dérmicos, lo que acelera la cicatrizacion de heridas

en modelos animales 2%°

. Este medio también protege a los fibroblastos
dérmicos del estrés oxidativo inducido por la radiacion UV-B . Ademas,
Palomares y cols. demostraron que la capacidad antioxidante del CM de las
hASCs es 1.8 veces superior a la del medio estandar **. Sin embargo, la mayoria
de los estudios se centran en el uso terapéutico de este medio después de la
lesién. En nuestro estudio, demostrado que el pre-acondicionamiento de las
hASCs con pequefias dosis de H,O, aumenta su viabilidad, capacidad
antioxidante y capacidad migratoria en respuesta al estrés oxidativo causado
por la radiacion UV-B, decidimos comprobar el efecto del CM de las PC-hASCs
como terapia fotoprotectora de las HFFs cuando dicho medio es suministrado
de forma previa a la radiacion. Para ello, realizamos un tratamiento de los HFFs
cultivados durante 24 horas con el CM derivado de las PC-hASCs privadas de
suero durante 48 horas. En primer lugar, comprobamos que el tratamiento con
dicho medio no modifica la morfologia de los HFFs en condiciones estandar. En

segundo lugar, observamos que la actividad proliferativa de los HFFs PC/CM+

aumentd ligeramente con respecto a los HFFs PC/CM-. Dicho aumento en
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condiciones estandar también ha sido descrito por otros autores como Wangy

cols. 220,

A continuacion, analizamos el efecto del tratamiento con PC/CM en los HFFs
sometidos a la radiacion UV-B (11, 22 y 35 mJ/cm?). Los resultados mostraron
un claro efecto fotoprotector de dicho tratamiento, evidenciado por una mayor
viabilidad, una menor actividad de la LDH liberada al medio extracelular y un
menor porcentaje de apoptosis en los cultivos de HFFs PC/CM+ con respecto a
los de HFFs PC/CM-, hallazgos especialmente mas evidentes en el rango de las
dosis més altas de irradiacidn (22 y 35 mJ/cm?). Este efecto citoprotector podria
deberse, entre otras razones, a la presencia en dicho medio de diversos factores

22

de crecimiento, que inducen la mitosis en las células quiescentes 2%, y de

proteinas inhibidoras de la apoptosis como Bcl-2, survivina y Akt 12,

Como hemos mencionado previamente, el estrés oxidativo producido por un
aumento de los niveles de ROS derivado de la exposicion a la radiacion UV-B es
uno de los principales mecanismos implicados en el proceso del
fotoenvejecimiento. Por este motivo, analizamos el efecto del tratamiento con
PC/CM en los niveles intracelulares de ROS de los HFFs sometidos a radiacidn.
Observamos que una hora después de la irradiacidn, dichos niveles aumentaron
en ambas poblaciones de HFF tratados como en los no tratados con PC/CM, si
bien, en contra de lo esperado, el incremento fue mayor en los primeros. Es
preciso tener en cuenta que la presencia de un nivel éptimo del estado redox
resulta esencial en el mantenimiento de la homeostasis celular. Aln mas, dicho
estado redox varia en funcién de la actividad metabdlica y del compartimento
celular en la que se lleva a cabo 2!, De este modo, un aumento moderado de
los niveles de ROS puede actuar como sefial molecular para activar vias de
sefializacion involucradas en la proliferacion y diferenciacidn celular. Asi, por
ejemplo, Liuy cols. han demostrado que un incremento moderado en los niveles

de ROS promueve la proliferacion y migracidon de los preadipocitos murinos
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mediante la regulacidn de NF-kB p65 %22, Por su parte, Huo y cols. evidenciaron
gue el incremento de los niveles de ROS media la adhesidn y migracién celular
en la cicatrizacién de las heridas en la cdrnea 2. Por el contrario, un aumento
excesivo de los niveles de ROS puede causar un daio oxidativo que induzca la
senescencia y la muerte celular ?2%. Sin embargo, no sélo han de considerarse
los niveles de ROS presentes en la célula, sino también los requerimientos de
dichos niveles para las diferentes actividades bioldgicas que haya de desarrollar
en un momento determinado y los mecanismos intracelulares del control redox
qgue la misma posea. En este sentido, el aumento de los niveles de ROS
observados en los HFFs PC/CM+ sometidos a irradiacién podria ser incluso
necesario para promover la migracién o reducir la senescencia, efectos ambos

observados en dicha poblacion celular en comparacién con los HFFs PC/CM-.

La senescencia prematura es una de las alteraciones del proceso de
fotoenvejecimiento. Las células senescentes muestran un fenotipo definido por
caracteristicas tales como el aumento del tamano celular y de la actividad de la
enzima B-gal, la pérdida del potencial replicativo, el aumento de la biogénesis
de lisosomas, la disminucion de la velocidad de sintesis y degradacién de
proteinas, y la alteracién en la regulacién y expresion de genes especificos 22°.
En este sentido, en nuestro estudio analizamos también el efecto del
tratamiento con PC/CM sobre el fenotipo senescente de los HFFs sometidos a la
radiacion. Asi, mediante el estudio de la distribucién del citoesqueleto de actina
comprobamos que los HFFs PC/CM- incrementan el tamarfio de su citoplasma,
mientras que los HFFs PC/CM+ mantienen la proporcién nicleo/citoplasma. Por
otro lado, y acorde con estos resultados, el andlisis de la enzima B-gal mostré
que los HFFs PC/CM+ presentan una disminucidn de dicha actividad enzimatica
respecto a los HFFs PC/CM-, efectos que se aprecian, al igual que en el
porcentaje de apoptosis y de citotoxicidad, con las dosis mas elevadas de

irradiacién (22 y 35 mJ/cm?).
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Por otro lado, se ha descrito que las células senescentes secretan moléculas,
que influyen en el microambiente celular y tisular, como las citocinas pro-
inflamatorias IL-1, IL-6 e IL-8, entre otras 3622, En este sentido, la mayoria de las
enfermedades asociadas al fotoenvejecimiento comparten caracteristicas
relacionadas con la inflamacién, como los niveles elevados de TNF-a e IL-6 *3.
Por esta razén, analizamos en los HFFs irradiados el efecto del tratamiento sobre
la expresion y sintesis de la IL-6, una citocina que, aunque esencial en la
regulacion de la respuesta inmunitaria, su sobreproduccién puede actuar como
un factor pro-inflamatorio 2¥’. La exposicion de los HFFs a la radiacién UV-B
indujo un aumento dosis-dependiente de la expresion y sintesis de IL-6, tanto
en los HFFs PC/CM- como en los HFFs PC/CM+, si bien dicho incremento fue
notablemente menor en los HFFs PC/CM+. Sin embargo, el control de estos
ultimos presenté un mayor nivel de sintesis de esta proteina que la poblacidn
control de los HFFs no tratados. Este hecho también ha sido descrito por Nouri
y cols., en cuyo estudio sobre un modelo murino, observaron que el aumento
de la secrecién de IL-6 en células endoteliales tratadas con el CM de células
madre derivadas de la gelatina de Wharton y pre-acondicionadas con H,0,,
estaba correlacionado con un aumento de su capacidad migratoria 222, Por otro
lado, algunos autores han descrito que el aumento en la expresion de IL-6 en
fibroblastos dérmicos activa la via de sefializacién NF-kB y, en consecuencia, da
lugar a un aumento de la expresiéon la MMP-1y a la inhibicidn de la sintesis de
coldgeno 2°2%, Asimismo, se ha observado en los fibroblastos humanos
senescentes un incremento en la expresidn de colagenasa y estromelisina, y una
disminucion de la expresién de los inhibidores de las MMPs 1y 3 (TIMP-1y -3)

que conlleva a una degradacion de la MEC %,

Histolégicamente, la piel fotoenvejecida muestra marcadas alteraciones de la
MEC. La dermis de la piel normal, contiene en su mayor parte colageno de tipo

| (85-95%) y en menor proporcién colageno de tipo Il (10-15%). Por su parte, en
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la dermis de la piel fotoenvejecida, se reducen los precursores de los coldgenos
fibrilares tipo | y lll. Este hecho es el resultado del efecto combinado de la
disminucién de la biosintesis de pro-colageno por parte de los fibroblastos y el
aumento de su degradacién enzimética llevada a cabo por las MMPs 2223°_Entre
los diferentes tipos de MMPs, la MMP-1 es la principal responsable de degradar
el colageno de tipo | sintetizado por los fibroblastos y, de acuerdo con lo descrito
en la literatura, la que actia de manera mas eficiente parainducir dafio cutaneo.
Por estos motivos, analizamos el efecto del tratamiento con PC/CM sobre la
expresion génica y la sintesis proteica de MMP-1y de pro-colageno tipo | en los

HFFs sometidos a radiacion UV-B.

Nuestros resultados muestran que la exposicion a la radiacion UV-B aumentd la
expresion y sintesis de MMP-1 en ambas poblaciones celulares, si bien de nuevo
dicho incremento fue significativamente menor en los HFFs PC/CM+ respecto a
los HFFs no tratados. Este efecto de la irradiacién sobre la sintesis proteica de
MMP-1 se puso de manifiesto de forma mas evidente a las 48 horas. En dicho
tiempo, al igual que ocurre con la sintesis de IL-6, también existe una mayor
sintesis de dicha proteina en los HFFs PC/CM+ control, efecto que no hemos
encontrado descrito en la bibliografia, y que seguramente esté inducido por

algun factor presente en el PC/CM.

Por su parte, tanto la expresion como la sintesis de pro-colagéno tipo | fue
significativamente superior en el control de los HFFs PC/CM+ con respecto al
control de los HFFs PC/CM-, lo que indica que el PC/CM estimula la sintesis de
esta proteina en condiciones basales. Otros autores como Kim y cols., han
descrito este aumento del coldgeno tipo | en ausencia de estrés oxidativo en
fibroblastos en co-cultivo con hASCs 2'°. En cuanto al efecto de la radiacion UV-
B, observamos una disminucion significativa de la expresién y de la sintesis de
pro-colageno tipo | tanto en los HFFs PC/CM- como en los HFFs PC/CM+ en las

primeras 24 horas, con una recuperacién de dichos niveles de sintesis a las 48
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horas. Sin embargo, los HFFs tratados con PC/CM mostraron siempre mayores

niveles de esta proteina.

Los procesos de migracién, proliferacién y remodelacidon de la MEC a través de
la sintesis de colageno por parte de los fibroblastos, son indispensables en la
regeneraciéon de la dermis funcional. Dado que nuestros resultados mostraron
que el tratamiento con PC/CM aumentaba la expresion y la sintesis de pro-
colageno tipo | en los HFFs, decidimos analizar el efecto de dicho medio en la
capacidad migratoria de estas células. Observamos que el tratamiento con
PC/CM atenud el efecto inhibidor, ejercido por la radiacién UV-B, sobre la
actividad migratoria de los HFFs. Este hecho estd en consonancia con el
aumento de la sintesis de colageno y la disminucion de MMP-1 en los HFFs
PC/CM+. Ademds, con la dosis de 5 mJ/cm?, los valores de migracion de los HFFs
PC/CM+ llegaron a superar los valores de migracion del control no irradiado.
Estos resultados podria estar en relacién con la posible presencia en el PC/CM
de factores de crecimiento que intervienen en la cicatrizacion normal de las
heridas, como ha sido demostrado por Chen y cols. en el CM de MSCs derivadas
de médula 6sea, el cual contiene el factor de crecimiento epidérmico (EGF), el
factor de crecimiento queratinocitico (KGF), el IGF-1 y el VEGF !, todos ellos

implicados en dicho proceso de cicatrizacion.

Si bien en el presente trabajo no se ha analizado el contenido del PC/CM, los
estudios existentes en la literatura sobre el analisis protedmico del CM derivado
de hASCs, revela que este medio contiene una gran variedad de factores de
crecimiento necesarios para la regeneracion tisular (EGF, KGF, IGF-1, VEGF,
entre otros) y proteinas con efecto antioxidante (por ejemplo, SOD y GPx 219231),
cuyos niveles puede verse incrementados como consecuencia del pre-
acondicionamiento. Asi, Linero y cols. detectaron en el CM de las hASCs
cultivadas en hipoxia, 43 factores, 11 de los cuales estaban implicados en la

232

regeneracién Osea Ahluwalia y cols. demostraron que dicho pre-
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acondicionamiento induce la sintesis de promotores de la vascularizacién como
VEGF y la angiotensina 2%. Por su parte, Niu y cols., mediante la estimulacion de
las hASCs con astragaldsido IV (un compuesto bioactivo), encontraron una
mayor secrecion de factores pro-angiogénicos y anti-apoptdticos como TGF-p1,

bFGF y PDGF .

En resumen, nuestros resultados sugieren que el tratamiento con PC/CM ejerce
un efecto citoprotector de los HFFs, demostrado por un aumento de la viabilidad
y disminucién del porcentaje de apoptosis y de senescencia de estas células
cuando son sometidas a la radiacion UV-B. Ademas, ante dichas condiciones
lesivas, reduce la sintesis de MMP-1 y el efecto deletéreo de dicha radiaciéon
sobre la capacidad migratoria y sobre la sintesis de colageno tipo | de dichas
células, fundamentales en el proceso de remodelacion de la MEC y de

regeneracién dérmica.
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La radiacion UV-B induce estrés oxidativo en los HFFs y en las hASCs,
reduce la viabilidad celular y la capacidad de migracién, y aumenta el
porcentaje de senescencia de dichas poblaciones celulares de manera
dosis-dependiente.

En comparacion con los HFFs, las hASCs muestran mayor resistencia al
dafio producido por la radiacion UV-B, evidenciada por el menor
porcentaje de citotoxicidad y de senescencia, asi como por la mayor

capacidad migratoria de estas células.

El pre-acondicionamiento de las hASCs mediante ciclos cortos de
oxidacion con H,0; no afecta a las propiedades basicas de cultivo (la

morfologia, el ciclo celular y la proliferacion) de estas células.

El pre-acondicionamiento de las hASCs con H,0, mejora la respuesta de
estas células (PC-hASCs) al estrés oxidativo inducido por la radiacidon UV-
B, evidenciada por una mayor viabilidad y capacidad migratoria. Este
efecto esta asociado, al menos en parte, con una activacion del factor

de transcripcién Nrf2.

El medio acondicionado por las PC-hASCs (PC/CM) no altera las
propiedades basicas de cultivo de los HFFs, si bien induce un pequefo

aumento, aunque significativo, de su actividad proliferativa.

El tratamiento de los HFFs con PC/CM ejerce un efecto citoprotector
frente a la radiacion UV-B, demostrado por una mayor viabilidad, un
menor porcentaje de apoptosis y de senescencia celular, asi como una

mayor capacidad migratoria.

El efecto citoprotector del PC/CM sobre los HFFs irradiados esta
asociado a una disminucién de los niveles de MMP-1y a un aumento de
los niveles de pro-coldgeno tipo I, relacionados ambos con los procesos

de remodelacion de la MEC.
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