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INTRODUCCION OBJETIVOS ‘

La piel es el 6rgano mas grande del cuerpo humano y cumple diversas funciones como El propdsito de este trabajo de investigacion es ver la influencia de diferentes sustancias en la
barrera de proteccion. La dermis es la capa mas profunda de la piel y le proporciona migracidon de los fibroblastos que son los reparadores naturales de los dainos ocasionados en
estructura, fuerza, nutriciéon y flexibilidad. Estd compuesta principalmente por fibroblastos la piel.

dérmicos. Cuando la estructura de la piel se dafia, los fibroblastos se multiplican y migran a  Se utilizo una linea de Fibroblastos Adultos Humanos (HAF) derivados de piel para el ensayo.

la herida, ayudando a producir matriz extracelular, regular la inflamacién en curso y reparar ~ Se investiga la activacion o inhibicion de los mecanismos naturales de reparacion de una
el tejido. herida in vitro tras la incubacion del cultivo celular con distintos compuestos a diferentes

. , . , ] concentraciones.
La matriz extracelular esta constituida por un entramado de moléculas, sobre todo proteinas

y carbohidratos secretadas por las propias celulas, que rellenan el espacio intercelular. Algunos compuestos son componentes de la matriz extracelular y otros se podrian considerar
como posibles factores de crecimiento o suplementos del medio de cultivo.

Las propiedades que tienen algunos tejidos como resistencia, dureza, elasticidad,
hidratacion o propiedades Opticas, dependen de su matriz extracelular. La matriz extracelular
aporta a las células sefiales moleculares para la diferenciacidon, supervivencia, migracion y
proliferacidon, y para mantener la homeostasis del tejido donde se encuentran.

MATERIALES Y METODOS

También se han investigado algunos antibidticos utilizados habitualmente en algunos tipos de
Infecciones.

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

2. Cuando el cultivo esta en un 80-85 % de confluencia se levantan las células con tripsina al 0,25 % y se hace un recuento y % de viabilidad con azul tripan en camara de Neubauer
modificada.

3. A partir del recuento se siembran dos placas p24 con medio de cultivo especificoy con % de FBS reducido , 5 ml de L-glutamina, y con penicilina, estreptomicina, fluconazol y
gentamicina, para evitar la contaminacion del medio. Se siembran 2 x 104 células/pocillo.

4. Tras una semana de incubacion a 37°C, 5% de CO, y 90 % de humedad, realizando cambio de medio a las 24 horas y posteriormente cada 3-4 dias, se llega a una confluencia del 80 %
aproximadamente.

5. Serealiza una ‘herida’ en cada pocillo con una punta amarilla esteril. Se realizan dos lavados con DPBS, se afade el medio de cultivo y los compuestos a ensayar a distintas
concentraciones. Se incuba 24 horas a 37°C, 5 % de CO, y 90 % de humedad.

6. Se retira el medio de cultivo, se fijan las células con metanol y se tinen con cristal violeta al 0,5 %.

7. Se analizan las imagenes obtenidas al microscopio invertido con camara digital midiendo la distancia entre los bordes de |la heriday comparando los resultados obtenidos en los
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pocillos.

RESUTADOS

AC. HIALURONICO + COLAGENO 250 mg/ml 4X
Control + Pocillo 1 Pocillo 2 pocillo 3 Pocillo 4
25 mg/ml-> 100 yl 50 mg/ml -> 200 yl 75 mg/ml -> 300 y 100 mg/ml-> 400 yl
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Pocillo 5
125 mg/ml-> 500 ul
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h i NG CONCLUSIONES
AC. HIALURONICO + COLAGENO 250 mg/ml 10X

Control + Pocillo 1 Pocillo 2 pocillo 3 Pocillo 4 Pocillo 5 L EVOTl ROX' N A
25mg/ml-> 100 uyl 50 mg/ml->200 ul 75 mg/ml->300 ul 100 mg/mli-> 400 125 mg/ml-> 500 yl . .y . . . 5 o .
(TR S 7y AT r Y El incremento de concentracion no inhibe la migracion celular e incluso parece favorecerla.

£ ORI ¢, ,':&'_'f&"-.g . . . . . . .

) ) iy el Se observa la disminucion de la distancia entre los bordes de la herida en todos los pocillos a

g Al 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
it 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.
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(e R/ S N s Tt N Control + | Pocillo 1 | Pocillo 2 | pocillo 3 | Pocillo 4 Pocillo 5 . ,
FORTOIEN: 2 /= NN [evoroxna Te/m - tme |2me [3me [4ame [sme | AC. HIALURONICO + COLAGENO
Sl & oy, i\\ ’p /7/\‘;1-;" 100 pl 200 yl 300 yl 400 yl 500 pl Est Di . 7 f | - . 7 b - ion de | bord
EN e O\ ,M,‘_ Ao T - img  [2me smg | ame — sta combinacion favorecer la migracion ya que se observa una aproximacion de los bordes
A SR N A ; , 104 | 204 30 | 40w 50 de la herida salvo en el ultimo pocillo con mayor concentracion.
[ s Rl ' AC. HHALURONICO + COLAGENDO | - 25mg/ml | 50mg/ml | 75 mg/ml | 100 mg/ml | 125 mg/mil . . . ., , .

L 250 mg/ml 1000 | 2000 | 300w | 400y 500 También parece estimular la migracion grupal ,lo que se observa mas marcado en los pocillos

ACIDO FOLICO 40g/ml - 4mg | 8mg |\ 12mg | 16meg | 20mg 2y 3 con concentraciones de 25y 50 mg respectivamente.
100 pl 200 pl 300 pl 400 pl 00 pl

"~ ACIDO FOLICO
La suplementacion produce una disminucion de la anchura de la herida que se observa de
modo mas evidente en los pocillos 2,3y 4 con concentraciones de 4 mg, 8 mgy 12 mg.
Salvo en el ultimo pocillo de mayor concentracion, parece que la migracion individual y en
grupo esta favorecida con la adicion de este compuesto al cultivo.

- Vdarel B e Mes B AGRADECIMIENTOS: Biobanco del Sistema Sanitario Plblico|
BT Ty ‘«' r oAl a a I " 1 de Andalucia
w\it VR _ =i e D2 M2 Gertrudis Ligero Martin Consejeria de Sakud y Consamo
Control positivo: Pocillo 1 con acido hialuronico
La anchura de la herida es mas colageno: La anchuradela Biobanco del Sistema Sanitario Publico de Andalucia. Nodo Coordinador
de 147,66 pm. herida es de 128,32 um. Parque Tecnologico Ciencias de la Salud
Se observa migracion Se observa migracion celular Centro de Investigacion Biomédica
celular individual y en individual y en grupo Avda. del Conocimiento s/n, 18016 Granada, Espana
grupo incrementadas respecto al Tel.: 958 894 672 - Fax: 958 894 652

control sin ningtn aditivo biobanco.sspa@juntadeandalucia.es
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