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¢, Te has preguntado
gué ocurre cuando te
haces una herida?
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IMPORTANCIA DE LA MATRIZ EXTRACELULAR

Complejo del proteoglicano

Carbohidratos

La matriz extracelular

Fibra de colageno

participa en la sefalizacion

para la diferenciacion,

.~ supervivencia, migraciony
proliferacion y para
mantener la homeostasis

- del tejido donde se
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IMPORTANCIA DE LA MATRIZ EXTRACELULAR

La matriz extracelular esta constituida por proteinas y carbohidratos ,

secretadas por las células, que rellenan el espacio intercelular.

Funciones de la matriz extracelular:

» Adhesion de las células para formar tejidos.

» Mantiene la integridad y propiedades mecanicas de los tejidos:
- resistencia
- elasticidad
- hidratacion

» Mantiene la forma celular.

» Participa en la comunicacion intercelular.

» Modula la diferenciacion y la fisiologia celular, entre otras .
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OBJETIVOS

» Investigar la influencia de
la concentracion de las
diferentes sustancias en la
migracion de los
fiboroblastos que son los
reparadores naturales de
los dainos ocasionados en

la piel.
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n Materiales. n Equipos.

¢ EPI(guantes, bata, manguitos y mascarilla para la campana). e (Cabina de bioseguridad.

o Papel de filtro. e (Campana de extraccion de gases.
¢ Tubos Falcon de 15 mly 50 ml estériles. Barno termostatico.
o Gradilla. Microscopio invertido.

*  Pipetas Pasteur estériles. Incubador de CO,
¢ Pipeteador automatico.

* Pipetas serologicas estériles.

¢ Micropipeta p1000.

¢ Puntas de micropipeta con filtro.
¢ Placa multipocillo de 24.

* Parafilm.

¢ Vaso de precipitados para eliminar las
puntas.

Reactivos.
o PBS1X. -
*  Agua destilada. / _\_
o Alcohol de 702. et ‘
o Lejiaal 4%. W
¢ Metanol. F =3
L | R

o Tiroxina. ~

o Amoxicilina. {S‘ "'r

o Acido hialurdnico.
o Acido félico.

o (ristal violeta al 5% diluido en metanol al 25% (tincion).
¢ Medio de cultivo IMDM suplementado con: 50 ml de SFB (10%), 3 ml de penicilina-
estreptomicina, 1 ml de fluconazol y 1 ml de gentamicina, como antimicoplasma. ; =

SN o
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MATERIALES Y METODOS

ANTECEDENTES

Una de las técnicas mas utilizadas para estudiar la migracion
celular es el ensayo de cicatrizacion de heridas (wound healing
assay). Esta prueba permite analizar como las células se
desplazan en respuesta a un espacio vacio creado artificialmente.

Este méetodo es muy utilizado en investigacion biomédica para
estudiar:

¢ La migracion celular en condiciones normales y patologicas.

*» Los efectos de farmacos que pueden promover o inhibir la
migracion celular.

** Procesos como laregeneracion tisular y la metastasis en el
cancer.

IV CONGRESO CIENTIFICO INTERNACIONAL "EUROCIENCIA JOVEN"



MATERIALES Y METODOS

Se realiza un cultivo de una linea de Fibroblastos Adultos Humanos
(HAF) derivados de piel en un T25 con medio de cultivo especifico
suplementado con un 10 % de FBS y 5 ml de L-glutamina, penicilina,
estreptomicina, fluconazol y gentamicina, para evitar la
contaminacion del medio.

Cuando el cultivo alcanza un 80-85 % de confluencia, se levanta las
células con tripsina al 0,25 % y se hace un recuento y % de viabilidad
con azul tripan en camara de Neubauer modificada.
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3. A partir del recuento se siembran dos p24 con medio de cultivo
especificoy con % reducido de FBS, 5 ml de L-glutamina, penicilina,
estreptomicina, fluconazol y gentamicina, para evitar la
contaminacion del medio.

Se siembran 2 x 10% células/pocillo.

4. Tras un semanadeincubacidon a 37°C, 5 % de CO, y 90 % de
humedad, realizando cambio de medio a 24 horas y cada 3-4 dias se
llega a una confluencia del 80 % aproximadamente.
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5. Serealiza una ‘herida’ en cada pocillo de la placa con una
punta amarilla estéril. Se realizan dos lavados con DPBS, se
afade el medio de cultivo y los compuestos a ensayar a

distintas concentraciones.

6. Seincuba 24 horas a 37°C, 5 % de CO, y 90 % de humedad.
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6. Se retira el medio de cultivo, se fijan las células con metanol y

se tiien con cristal violeta al 0,5 %.

7. Serealiza |la toma de imagenes al microscopio con camara

digital que permite medir la anchura entre los bordes de la

heriday comparar los resultados obtenidos en los pocillos.
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VARIABLES DEPENDIENTES E INDEPENDIENTES

Las variables dependientes que se midieron fueron la anchura de
la brecha en el cultivo celular antes y después de la incubacion
con los productos en estudio, el numero de células individuales y
en grupo gue se desplazan para cerrar la herida.

Las variables independientes fueron las diferentes
concentraciones utilizadas en el ensayo para incubar con el

cultivo celular.

Control | Pocillol | Pocillo2 | pocillo3 | Pocillod | Pocillo5

LEVOTIROXINA 1 mg 2 mg 3mg 4 mg 5 mg
1g/ml 100l (200 | 300p |400p | 500 pl
AMOXICILINA 1 mg 2 mg 3 mg 4 mg 5 mg
1g/10 ml 10 pl 20 pl 0p  |d0pl 50 pl
AC. HIALURONICO + COLAGENO | - 25mg |[50mg |75mg | 100 mg | 125 mg
250 mg/ml 100l |[200p [300p |400p | 500 pl
ACIDO FOLICO 4mg 8 mg 12mg |[16mg |20 mg
o g/mi 100l (200 | 300p |400p | 500 pl
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RESULTADOS

1.- Analisis de latasa de cierre de la brecha:
» por el estrechamiento de la franja
» se mide la | anchura de la herida con

un programa informatico

la migracion de los fibroblastos: N° de células en

*migracion individual *migracion grupal

- O 2




RESULTADOS

LEVOTIROXINA 1g/ml 4X

Control Pocillo 1 Pocillo 2 pocillo 3 Pocillo 4 Pocillo 5
1mg->100y 2 mg->200y 3 mg-> 300 W 4 mg->400ul 5 mg->500ul
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AMOXICILINA 1g/10ml 4X

Control Pocillo 1 Pocillo 2 pocillo 3 Pocillo 4 Pocillo 5

1mg->10y 2mg->20u 3mg->30p 4mg->40y 5mg->50u

e
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AMOXICILINA 1g/10ml 10X

Control Pocillo 1 Pocillo 2 pocillo 3 Pocillo 4 Pocillo 5

2mg->20pl 3mg->30u 4 mg->40yl 5mg->50u
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AC. HIALURONICO + COLAGENO 250 mg/ml 4 X

Control

Pocillo 1 Pocillo 2

pocillo 3

Pocillo 4

Pocillo 5

50 mg-> 200 ul

$o 0y

100 mg -> 400

125mg->

500 wl

AC. HIALURONICO + COLAGENO 250 mg/ml 10X

Control

Pocillo 1 Pocillo 2

Pocillo 5

25mg-> 100y

h" -'..-

50 mg -> 200 wl

125 mg|->

o 3

5004
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ACIDO FOLICO 40g/ml 4X

Control Pocillo 1 Pocillo 2 pocillo 3 Pocillo 4 Pocillo 5

4 mg->100yl 8 mg->200u 12mg->300u 16mg-> 400 20mg-> 500y
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ACIDO FOLICO 40 g/ml 10X

Control Pocillo 1 Pocillo 2 Pocillo 4 Pocillo 5
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RESULTADOS

Los distintos compuestos se evaluaron
en un modelo in vitro de herida en
monocapa celular observando el efecto
de cada compuesto a distintas

concentraciones sobre la migracion
individual y en grupo de los fibroblastos
para acercar los bordes de la herida.

Se han tomado imagenes del cultivo
celular 24 horas despues de la
iIncubacion con los compuestos
utilizando el Software MotiConnect
para evaluar la aproximacion de la
heriday el numero de células
Individuales y en grupo que han
migrado.
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MEDIDA DE LA ANCHURA DE
LA HERIDA EN LA SERIE CON
AC. HIALURONICO Y
COLAGENO

Migracion grupal

.......
.......

[ -
2 (L
Migracion
[
individual

Control:

La anchura de la herida es 147,66 pum.
Se observa migracion celular
individual y en grupo.

Pocillo 1: Ac. hialurdnico +
v | colageno:
La anchura de la herida es 128,32 um.
g ' Se observa migracion celular
individual y en grupo
Incrementadas respecto al control
sin ningdn aditivo.
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CONCLUSIONES

* LEVOTIROXINA

El incremento de concentracion de levotiroxina no inhibe la migracion celular e incluso parece
favorecerla.

Se observala disminucion de la distancia entre los bordes de la herida en todos los pocillos a distintas
concentraciones del compuesto.

También se observa cierta activacion de la migracion individual y en grupo de los fibroblastos incubados
24 horas con diferentes concentraciones de Levotiroxina.

* AMOXICILINA

A las concentraciones utilizadas en el ensayo el antibidtico no parece inhibir significativamente el
crecimiento de los fibroblastos ni la migracion si bien el acercamiento de los bordes de la herida es
menor que con los otros compuestos. Puede ser debido a una migracion mas lenta pero habria que
comprobarlo con otros ensayos.

* AC. HIALURONICO + COLAGENO

La combinaciéon de estos dos compuestos parece favorecer la migracion ya que se observa una
aproximacion de los bordes de la herida salvo en el ultimo pocillo con mayor concentracion.

También parece estimular la migracion grupal lo que se observa mas marcado en los pocillos 2y 3 con
concentraciones de 25y 50 mg respectivamente.

* ACIDO FOLICO

La suplementacion con acido félico o vitamina B9, produce una disminucién de la anchura de la herida
gue se observa de modo mas evidente en los pocillos 2, 3y 4 con concentraciones de4 mg, 8 mgy 12 mg
respectivamente.

Salvo en el altimo pocillo de mayor concentracion, parece que la migracion individual y en grupo esta
favorecida con la adicion de este compuesto.
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