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Resumen 
 

 
II 

Evaluación in vitro de la proliferación de queratinocitos humanos (EDAR+) estimulados 

con la proteína ectodisplasina A1. 

Algunas  lesiones cutáneas de gran extensión que no sanan durante periodos largos de tiempo como 

quemaduras y úlceras de distinta etiología, son tratadas  de manera convencional con trasplantes de piel, sin 

embargo, no siempre es posible realizar dichos procedimientos. La ingeniería de tejidos ha construido 

distintos tipos de equivalentes cutáneos para cubrir o promover el cierre de las heridas. Cabe señalar que 

estos equivalentes no restauran las funciones sensoriales, pigmentarias y secretoras de la piel, por lo que es 

necesario desarrollar equivalentes cutáneos que contengan  melanocitos, células de Merckel, así como los 

distintos anexos cutáneos. La biología celular a  partir de distintos estudios en la embriología cutánea de 

ratones a proporcionado las bases en el conocimiento  proteico para la generación de anexos cutáneos (pelo, 

glándulas  sudoríparas, uñas y dientes). Así se encuentran 6 familias proteicas conservadas 

filogenéticamente: 1) factor de crecimiento transformante beta (TGF-β), 2) Factor de crecimiento de 

fibroblastos (FGF), 3) la proteína hedgehog (HH), 4) la familia de proteínas wingless (WNT) 5) la proteína 

Notch 6) factor de necrosis tumoral (TNF). Esta última es representada por la proteína ectodisplasina (EDA) 

involucrada en el desarrollo  normal del ectodermo y mesodermo. Si existiera alguna mutación en la proteína ó 

su vía de señalización en humanos provoca lo que es conocido como displasia ectodérmica hipohidrotica, 

caracterizada por anomalías en el desarrollo folicular, dental y glandular. a una concentración de 50ng/ml de 

EDA A1 es reportada para promover el desarrollo folicular. En nuestro grupo de trabajo se ha demostrado que 

la administración exógena de activina A a una concentración de entre 100 y 250 ng/ml conduce a una 

proliferación in vitro de queratinocitos humanos, sin embargo no se ha evaluado la participación de otros 

factores como EDA A1 y la proteína Wnt10b (importante para la transcripción de EDA). 

OBJETIVO: Evaluar en un equivalente cutáneo la proliferación y expresión de EDAR en queratinocitos 

basales, estimulados con 3 proteínas: activina A, ectodisplasina A1 (EDA A1) y Wnt10b con la finalidad de 

verificar su potencial para el desarrollo de los anexos cutáneos. 

MATERIAL Y MÉTODO: A partir de la disgregación de una biopsia de piel humana adulta, se obtuvieron 

cultivos primarios de queratinocitos y fibroblastos de manera independiente. Una vez que las poblaciones 

celulares fueron expandidas, los fibroblastos fueron sembrados e incluidos en una base dérmica de fibrina, y 

posteriormente los queratinocitos fueron colocados sobre ella y estimulados con la proteína activina A 

(recomnbinante humano) durante 48hrs. Posteriormente, los cultivos fueron suplementados con proteínas de 

sobrenadante de células MCF7(donde se detectó la proteína Wnt10b mediante la técnica de ELISA) y EDA-A1 

(recombinante humano) (dependiendo el grupo experimental), tras una semana de estimulación los cultivos en 

los  equivalentes cutáneos fueron fijados y procesados para obtener cortes seriados en parafina que fueron 

procesados con inmunohistoquimica (IHQ) dirigida contra: queratina 5 (K5) y el receptor de EDA (EDAR). Se 

cuantificó el número de células positivas así como la densidad óptica (DO) de la expresión de  K5 y EDAR. 

RESULTADOS: El análisis morfométrico de los cortes histológicos realizados en los equivalentes cutáneos  

mostró que el empleo de activina en los cultivos condujo a regular la expresión de citoqueratina 5. El 

incremento de células K5 positivas es mayor cuando se adiciona al cultivo el sobrenadante de células MCF7 

al 20% y también se ve aumentada la expresión de EDAR. En el empleo de Activina+ Ectodisplasina 

(50ng/ml) se ve un comportamiento muy similar al anterior mencionado.  También se demostró  que al utilizar 

Act/EDA/ sobrenadante MCF7 al 10%  en los cultivos se incrementó significativamente (p<.0001) el número 

de células K5+/EDAR+ en relación a los demás tratamientos. El hecho de tener una proliferación de 

queratinocitos basales EDAR+ sugiere que podrían dar lugar a la formación de folículos pilosos y glándulas 

sudoríparas en un constructo in vitro de piel artificial.  
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1.- Generalidades de la Piel: 

El órgano más grande del cuerpo humano y la primera barrera de protección es la piel, 

tiene una superficie aproximada de 2m2 y su peso representa el 16% del peso total de un 

adulto (Curtis et al. 2006). La piel está constituida por 3 capas  (Figura 1): epidermis 

(epitelio de cobertura), dermis (vascularizada, rica en anexos cutáneos como: pelo, uñas, 

glándulas sebáceas, glándulas sudoríparas apócrinas y glándulas ecrinas,  así como 

estructuras nerviosas)  e hipodermis o tejido subcutáneo (rico en tejido adiposo). El 

grosor, el color, la textura de la piel no son uniformes y difieren  según la edad del 

individuo, el género así como de la región del cuerpo que se trate. 

 

Figura 1.- Esquema que muestra las tres capas histológicas observadas en un corte transversal de piel delgada, 

tomado de: A.D.A.M. 2013. 

Entre las funciones de la piel se destacan las siguientes: 

1. Interfase: que delimita el medio interno del externo. 

2. Regulación hidroelectrolítica: evita la perdida de agua e iones, así como de 

proteínas. 

3. Protección: de agresiones físicas, químicas y biológicas, como puede ser rayos 

UV.  

- Melanocitos son: células que se localizan en la capa basal y son responsables del 

color de la piel al secretar melanina, que tiene la función de atrapar radicales 

libres. (Kimber et al. 2000). 

- Vigilancia inmunológica: por medio de las células de Langerhans. Son células 

presentadoras de antígeno que son capaces de fagocitar y presentar antígenos 

procesados a linfocitos T, que pueden iniciar una respuesta inmune específica. 

4. Regulación de la temperatura. Posee un papel importante en el  mantenimiento de 

la temperatura corporal gracias a la acción de las glándulas sudoríparas y de los 

abundantes lechos capilares. 

5. Percepción de la sensibilidad, esta función se desarrolla a través de diferentes 

terminaciones nerviosas:  

- Las células de Merkel son mecanorreceptores que se localizan en la capa 

basal y responden a estimulos de tacto fino (Fantini y Johanson, 1995). 

- Corpúsculos de Vater-Pacini. Se localizadan en la dermis profunda e 

hipodermis y detectan presión. 
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- Corpúsculos de Meissner, Estan localizados en la dermis papilar y detectan 

tacto grueso. 

- Corpúsculos de Krause. Localizados en la dermis superior para detectar frío. 

- Corpúsculos de Ruffini. Situados en la dermis superior con función de detectar 

calor (Fortoul y Castell, 2010). 

6. Metabolismo de moléculas: Síntesis de Vitamina D. 

7. También se le considera como un órgano de expresión de emociones, por su 

capacidad de revelar los distintos estados de ánimo: vergüenza (rubor), ira 

(enrojecimiento), temor (palidez), ansiedad (sudor), etc. 

 

1.1 Histología: 

1.1.1 Epidermis: 

 

Histológicamente la epidermis está constituida por un epitelio plano estratificado con 

estrato corneo y corresponde a  la capa más superficial de la piel, se le considera como 

una estructura altamente dinámica que a lo largo de la vida se encuentra en constante 

renovación celular (Waseem et al. 2006). Se encuentra constituida por cuatro tipos  

celulares (figura 2): Los queratinocitos son las principales células de la epidermis 

correspondiendo a más del 85% de las células, el resto son células de Langerhans, del 5 

al 8%, melanocitos, el 5% y células de Merkel correspondiendo del 3 al 5%(Lloyd, 2008). 

 

Figura 2.- Esquema que muestra los distintos tipos celulares presentes en la epidermis.  Tomado de 

bestofbothworldsaz.com 

Los queratinocitos poseen varias funciones, la más conocida es la de producir queratina, 

pero además sintetizan otras sustancias químicas, como: interferón alfa (IFN-a), 

prostaglandinas, factor estimulante de colonias de granulocítos y macrófagos (GM-CSF) y  

factor activador de los timocitos derivado de las células epidérmicas (ETAF1). Debido al 

proceso de diferenciación termino terminal, los queratinocitos adquieren distintas 

características morfológicas que han permitido clasificarlos en distintos estratos 

epidérmicos, desde el más basal hacia el más superficial, son los siguientes: 

http://bestofbothworldsaz.com/2010/09/20/chemical-peels-101-a-lesson-in-skin-anatomy-chemical-peel-levels-and-peeling-agents/
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• Estrato basal o germinativo 

• Estrato  espinoso 

• Estrato granuloso 

• Estrato lúcido* (solo es evidente en piel gruesa, localizada en palmas y plantas 

de los pies) 

• Estrato corneo 

Los cambios morfológicos de los queratinocitos se deben a cambios en la actividad 

sintética de distintas proteínas, tanto estructurales como enzimáticas, siendo estos una 

característica del estadio de diferenciación en que se encuentran las células 

fundamentalmente (Eckert y Rorke 1989) y en consecuencia de cada estrato epidérmico. 

Estos cambios pueden ser observados en los filamentos intermedios y las características 

de la envoltura celular: 

1) Los filamentos intermedios,  representados por las proteínas de la familia de las 

queratinas, una gran familia de al menos 39 miembros, que se expresa de forma 

tejido específico (Moll et al.1982). La formación de filamentos de queratina 

requiere la asociación de una queratina tipo I o acídica y otra de tipo II o básica 

que se acoplan una alrededor de la otra. El dímero de queratina es el elemento 

esencial para la formación de un filamento (Martínez y Martínez, 2010). En los 

queratinocito se expresan fundamentalmente distintos tipos de queratinas: 

queratinas 5 y 14 (K5 y K14) localizadas únicamente en queratinocitos  del estrato 

basal, ya que en estratos superiores se inhibe su transcripción,  queratinas 1 y 10 

(K1 y K10) cuya síntesis comienza en el estrato espinoso y queratinas 2, 9 y 11 

(K2, K9 y K11) en los estratos superiores (Busi, 2008). 

2) La envoltura celular cornificada es un elemento diferencial del queratinocito 

postmitótico. Durante la diferenciación termino-terminal de los queratinocitos del 

estrato granuloso se le adhiere una enzima llamada transglutaminasa, que permite 

la adhesión de varias proteínas a la membrana plasmática: la Involucrina, la 

loricrina y péptidos ricos en prolina (Honeyman, 2013). Esta cubierta proteica 

estabiliza a la membrana plasmática. Con el objeto de impedir su lisis cuando el 

núcleo de las células del estrato córneo desaparece. Por otro lado, otras proteínas, 

como la Filagrina, Elafina, Cistatina A y Cornifelina inducen arreglos de los 

filamentos de queratina en formación paralela. La unión de estas proteínas con 

queratinas son dependientes de Calcio++. 

Histológicamente la piel se puede  clasificar en dos variedades: la piel gruesa y la piel 

delgada. La primera contiene el estrato lucido, ausencia de folículos pilosos y glándulas 

sebáceas, con presencia de numerosas glándulas sudoríparas. Se puede encontrar en la 

palma de las manos así como en la planta de los pies. Mientras que la piel delgada no 

tiene estrato lúcido, el estrato corneo es delgado y es muy común la presencia de folículos 

pilosos, músculos erectores del pelo, glándulas sudoríparas y sebáceas. 
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1.1.1.1.- Estrato basal 

También llamado estrato germinativo. Está constituida por una sola capa de células de 

forma cúbica o cilíndrica que descansan sobre la membrana basal. Son células hijas 

producidas a partir de un pequeño porcentaje de células conocidas como células madre 

que constituyen aproximadamente del 1-10% de los queratinocitos basales (Staniszewska 

et al. 2011),  Estas células sufren un proceso de división celular denominado división 

asimétrica (figura 3), en donde una célula madre de queratinocitos tiene la capacidad de 

dividirse como queratinocito transitorio-amplificador y mantenerse de forma quiescente 

para posteriores renovaciones celulares. Los queratinocitos transitorios-amplificadores 

son las que tienen mayor división para la autorenovación estable y son las más 

numerosas en este estrato. Al dividirse gradualmente migran hacia los estratos superiores 

como células postmitóticas para reemplazar a las células que se desprenden de la 

superficie cutánea (Goudet et al. 2008).  

 

Figura 3.- Proceso de división asimétrica, proliferación y diferenciación de queratinocitos  en la epidermis. A) División 

asimétrica de la célula madre (stem cell) dando origen a las células transitorias-amplificadoras y posterior 

diferenciación epitelial. B) Esquematización de la organización basal de las células madre y las células transitorias-

amplificadoras así como su diferenciación hasta llegar al estrato corneo. Tomado de Alonso y Fuch, 2003. 

1.1.1.2.- Estrato espinoso 

Las células del estrato espinoso tienen forma poliédrica y se hallan dispuestas en varias 

capas, y se aplanan conforme avanzan hacia la superficie (diferenciación terrmino-

terminal). Son llamadas células espinosas porque en los cortes histológicos 

convencionales parece que tienen “espinas” al observarlas bajo el microscopio. Las 

“espinas” contienen desmosomas, que son puentes intercelulares que permiten la 

adhesión entre células así como la comunicación entre ellas. Las células de este estrato, 

aunque no han perdido totalmente la capacidad mitótica, normalmente no se dividen 

(Bailleul et al. 1990). La biosíntesis de la involucrina se inicia en este estrato, 

inmediatamente después de la expresión de las queratinas K1/K10, siendo el principal 

componente activado, posiblemente con una función de andamiaje (Wolff et  al. 2009) 

comenzándose a formar en la última fase de este estrato los cuerpos lamelares (Ross, 

2012). 
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1.1.1.3.- Estrato granular (granuloso) 

Estas células contienen gran cantidad de estructuras ovoides, delimitadas y de tamaño 

reducido, denominados cuerpos lamelares, estos contienen enzimas y compuestos 

lipídicos (Grubauer et al. 1989), constituidas por glicosil-ceramidas(en mayor proporción) y 

acil-ceramidas. Los queratinocitos de este estrato tienen una forma aplanada y se 

caracterizan por la presencia de gránulos de queratohialina (Resing y Dale, 1991), que 

contienen un precursor de proteínas, la Profilagrina que al defosforilarse se transforma en 

Filagrina, que permite la formación de haces paralelos  de filamentos de queratina. 

1.1.1.4.- Estrato Lúcido 

Es un estrato muy delgado, que se observa como una línea homogénea, brillante y 

transparente, de ahí su nombre, Las células que lo conforman están muertas y sus 

núcleos en proceso de desaparecer por procesos enzimáticos (Welsch,2008). Estas 

células presentan filamentos de queratina que se disponen en forma paralela con la 

superficie de la piel. Este estrato solo se encuentra en piel gruesa. 

1.1.1.5.- Estrato córneo  

Es el estrato más superficial y por ende el primero en entrar encontacto con el ambiente 

externo, está constituido por restos de células sin núcleo (Plewig et al. 1997). Como ya se 

menciono estos componentes son proteínas: involucrina, cistatina A, loricrina, tricohialino, 

filagrina, entre otros, y se unen por  acción de las enzimas transglutaminasas para formar 

una envoltura insoluble, así estarán cumpliendo la función de permeabilidad. Las células 

del estrato córneo se liberan continuamente de la superficie de la piel por un proceso 

llamado descamación.  

1.1.2.- Dermis: 

La dermis es el componente y estructura más grande de la piel, y como todo tejido 

conjuntivo está compuesta principalmente por fibras de colágena, fibras elásticas, 

microfibrillas, hialuronano, dermatán sulfato, fibronectina, nervios y vasos; además de 

componentes celulares como macrófagos, fibroblastos, linfocitos y mastocitos (Welsch, 

2008). La dermis cumple funciones de crecimiento y diferenciación de los queratinocitos, 

así como protección contra lesiones y almacenamiento de agua. Histológicamente, se 

distinguen dos capas dérmicas: la capa papilar y la capa reticular. 

- Capa papilar: se localiza debajo de la epidermis y forma papilas conjuntivas 

primarias y secundarias, las cuales ayudan a mantener una unión con la epidermis 

a través de las crestas epidérmicas, esta capa se caracteriza por poseer colágena 

tipo III y I, y una abundancia de capilares sanguíneos para la nutrición de la 

epidermis. 

- Capa reticular: Esta capa es la más profunda de la dermis, y se caracteriza por 

poseer mayoritariamente colágena tipo I, menor cantidad de tipos celulares, así 

como una orientación paralela a la superficie cutanea entre las fibras de colágeno 
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y las fibras elásticas, formando líneas regulares de tensión de la piel mejor 

conocidas como: líneas de Langer (Ross, 2005). 

1.1.2.2.- Colágena 

La colágena es la mayor proteína extracelular de la dermis, y forma alrededor del 80% de 

la matriz extracelular (Castelo, 2010) Estas fibras proporcionan fuerza y elasticidad, pero 

también están involucradas en la migración celular, la adhesión y la quimiotaxis. La 

molécula de colágeno (tropocolagena) es un producto del fibroblasto, tiene tres cadenas 

polipeptidicas (cadenas α) enrolladas en una hélice triple dextrógira, la disposición de las 

moléculas de estas fibras tienden a formar una fibrilla de colágena y a su vez la 

distribución paralela de estas microfibrillas forma la fibra de colágena (Cui, 2011). En la 

piel se pueden encontrar distintos  tipos moleculares de colágeno: tipo: I (dermis), III 

(dermis), IV (lamina basal) y VII (unión dermis epidermis) (Gartner, 2011). 

1.1.2.3.- Fibras elásticas 

Las fibras elásticas conforman una red en toda la dermis, típicamente más delgadas que 

las fibras de colágena, las fibras elásticas son producidas por las mísmas células que 

producen las fibras colágenas y reticulares, en particular, los fibroblastos y las células 

musculares lisas, estas fibras están conformadas estructuralmente por elastina y 

microfibrillas de fibrilina (Ross, 2012). 

1.1.2.4.- Glucosaminoglucanos, proteoglucanos y glucoproteínas 

Los proteoglucanos son complejos de macromoléculas formados por la asociación 

covalente entre cadenas polipeptídicas y glucosaminoglucanos (Viladot, 2000). Estas 

últimas se forman de polímeros de unidades de disacáridos repetidas (hexosamina más 

ácido hexaurónico y en gran parte presentan diferentes niveles de sulfatación, como el 

condroitin-sulfato, dermatan-sulfato, queratan-sulfato y heparan-sulfato. 

La función de los proteoglucanos es contribuir a la adhesividad celular mediante su 

interacción con la superficie celular y con otros componentes matriciales. El sindecan, por 

ejemplo, proteoglucano de la membrana celular, transmite señales a proteínas 

transmembranales, como las integrinas, que a su vez interactúan con el citoesqueleto, el 

cual facilita la interacción de los filamentos de actina. 

Las glucoproteínas principales multifuncionales encontradas en la matriz extracelular son: 

fibronectina (FN), laminina (LN), tenascina (TN) y trombospondina (TB). Para cumplir con 

sus funciones estas moléculas necesitan de otras moléculas que sirven de unión entre la 

matriz extracelular y el citoesqueleto celular, como son: las integrinas, las caderinas, las 

inmunoglobulinas y las selectinas. 
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1.1.3.- Hipodermis: 

La hipodermis ó tejido subcutáneo, sirve como suplemento de reserva energética, 

acolchado y protección de la piel. Los adipocitos forman la masa principal de células de la 

hipodermis, están organizados en lóbulos definidos por tabiques de tejido conjuntivo 

fibroso. Los nervios, vasos sanguíneos y linfáticos están localizados dentro de los 

tabiques e inervan, nutren y drenan la región. La regulación de la grasa corporal está 

regulada por diferentes moléculas, mayoritariamente por la hormona leptina que tiene su 

origen en los adipocitos (Wolff, 2009). 

2.- Generalidades de la embriología cutánea: 

Durante las etapas tempranas del desarrollo embrionario se originan las tres capas 

germinativas: endodermo, mesodermo y ectodermo, lo que implica la participación de 

diferentes vías de  señalización por el cual las células de cada una de las capas 

proliferan, se agrupan, se diferencian y/o migran para formar estructuras con funciones 

específicas: 

 El ectodermo origina: al sistema nervioso central y periférico; al epitelio sensorial 

del ojo, nariz, oído; la epidermis; las glándulas sudoríparas, ecrinas, mamarias, 

pituitarias, timo, hipófisis y esmalte dental (García et al. 2012) 

 El mesodermo origina: el tejido conjuntivo, el cartílago, el hueso, el corazón, la 

sangre y vasos sanguíneos, los músculos estriados y lisos, los riñones, las 

gónadas, la corteza de la glándula suprarrenal y el bazo.  

 El endodermo origina: el epitelio del tubo digestivo y el árbol respiratorio; el 

parénquima de amígdalas, glándula tiroidea, las paratiroides, el timo, el hígado y el 

páncreas;  el epitelio de la vejiga urinaria y de parte de la uretra; el epitelio del 

tímpano y de la trompa de Eustaquio. 

En la formación de la piel participa el dermómero1 y el propio mesodermo lateral 

(Figura.4). De los componentes mesodérmicos y ectodérmicos se originan, 

respectivamente, la dermis y epidermis (Palomero et al. 2000).  

                                                           
1
 Es la franja de piel constituida por la interacción del mesodermo embrionario y del ectodermo del somita. 
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Figura 4.- Orígenes embrionarios del ectodermo y mesodermo. Tomado de Ortíz, 2012. 

2.1.- Dermis: 

La dermis embrionaria, en contraste con la dermis madura, es celular y amorfa, con pocas 

fibras organizadas, el mesenquima embrionario contiene una gran cantidad de células 

pluripotenciales en un gel hidratado rico en ácido hialurónico, se piensa que estas células 

mesenquimatosas son las progenitoras de las células que producen cartílago, células 

adiposas, fibroblastos dérmicos y hueso intramembranoso (Zurita, 2008). Las fibras 

dérmicas existen como filamentos delgados, pero no como fibras gruesas. A las 6 

semanas de desarrollo los componentes proteicos de la futura elastina y fibras de 

colágeno son sintetizados (Lorente, 1998). EL mesenquima superficial se diferencia del 

tejido subyacente durante la transición embrionaria fetal entre la 12 y 15 semanas, en 

donde la dermis reticular comienza a tomar su característico aspecto fibrilar y se 

diferencia de la dermis papilar, que presenta un entretejido más fino. Una continua 

acumulación de fibras de colágena y elastina perdura hasta el nacimiento, cuando tiene 

ya una apariencia parecida a la dermis del adulto, aunque todavía es más celular (Wolff, 

2009) 

2.2.- Epidermis. 

Durante el desarrollo embrionario en humanos la epidermis surge como una sola capa de 

queratinocitos basales en la etapa de blastocisto, cuando el ectodermo y el endodermo se 

definen morfológicamente. Una segunda capa externa, denominada peridermo, surge al 

final de 4 semanas de edad gestional estimada (Ferreti et al. 2006). El peridermo y las 

células basales difieren en su composición de queratinas: ya que el peridermo expresa K8 

y K19 (Arredondo y Tamayo, 2007). 

El peridermo se convierte en tres capas entre 9-10 semanas de gestación y comienza la 

estratificación entre la semana 13 y 19, se necesitan 24 semanas para desarrollar todas 

las capas epidérmicas por actividad de la mitosis que se encuentra activa en todas las 
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capas/estratos, mientras que en la etapa post-natal la proliferación celular de la epidermis 

se restringe a la capa basal (Ferreti et al. 2006). 

Los anexos de la epidermis se desarrollan bajo la inducción de la dermis subyacente, este 

es el caso del pelo, uñas y glándulas sudoríparas y sebáceas. Se puede observar la 

formación del pelo a partir de la 12ª semana de gestación. Las diferencias entre el distinto 

tipo de pelo de las diferentes partes del cuerpo se debe a las señales producidas por el 

mesodermo subyacente de la región corporal de que se trate (Carlson, 2009). 

3.- Desarrollo del folículo piloso: 

En términos generales el desarrollo de los folículos pilosos se inicia a la semana 12 de 

vida intrauterina, pero en ocasiones se puede apreciar desde la 9a semana en aquellas 

zonas donde hay gran densidad folicular como es la cabeza, las cejas y los labios superior 

e inferior; gradualmente va cubriendo el resto del cuerpo a excepción de la piel de palmas 

de las manos y plantas de los pies. Durante este período se forman alrededor de 5 

millones de folículos pilosos que cubrirán el cuerpo humano (Medwave, 2007) y no se 

generan nuevos después del nacimiento, sin embargo lo que cambia con el tiempo es el 

tamaño del folículo piloso, lo cual puede ser influenciado por hormonas, como sucede 

durante la pubertad. 

Para que se lleve al cabo la formación del folículo piloso, se requiere de la acumulación 

previa de células epidérmicas basales, que formaran la papila dérmica. Esta papila se 

forma por un cúmulo de fibroblastos dérmicos por debajo de la membrana basal de la 

epidermis. Posteriormente, se pueden identificar los siguientes estadios de maduración en 

la formación del folículo piloso (figura.5 y 6): 

I.- Inducción: Las células madre epiteliales responden a las primeras señales dérmicas 

expresando inductores o inhibidores, que son responsables de que la capa del ectodermo 

se engruese y forme una placoda (pregermen) para cada pelo. Estos inductores 

involucran a una de las vías moleculares más tempranas que regulan positivamente la 

inducción; WNT/B-catenina. Las proteínas Wnt se unen a receptores de membrana, lo 

que resulta en una señal que inhibe la degradación de B-catenina para translocarse al 

núcleo, así forma un complejo con la familia LEF/TCF, esta activación induce la formación 

del folículo piloso (Wolff et al. 2009). Otros promotores positivos y no menos importantes 

son el Factor de crecimiento de fibroblastos (FGF), Factor de crecimiento transformante 

Beta (TGF-β), genes que contienen Homebox como MSX1 y MSX2, Ectodisplasina A 

(EDA), así como la integrina-β1. La expresión de estas moléculas se ve suprimida por la 

activación de la Proteína morfogénica de hueso 2 y 4 (BMP-2 y BMP4) que actúan como 

potentes inhibidores de la formación  de las placodas (García et al. 2011). 

II.- Estadio de pregermen o yema: Las células del estrato basal adyacentes a la placoda 

forman una estructura convexa que envuelve los fibroblastos adyacentes que están en 

estrecha relación con los queratinocitos basales, formando la papila dérmica, éste 

proceso está marcado por las vías de señalización sonic hedgehog (SHH) y el factor de 

crecimiento derivado de plaquetas (PDGF). La comunicación entre estas células genera 
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proliferación y diferenciación de la epidermis y anexos adyacentes a ella, no sólo por las 

señales epidérmicas descritas, sino también por señales dérmicas como la activina (Millar, 

2002). 

III.- Diferenciación: Una vez formado el germen piloso las vias de señalización que 

promueven la diferenciación celular se activan lo que permite el desarrollo de  tres brotes 

o agrupaciones celulares. Uno de ellos da su lugar a las glándulas sudoríparas que, 

involuciónan cuando el folículo piloso está completamente maduro para volver a ser 

funcionales en la pubertad, el segundo dará origen a las glándulas sebáceas y el tercero 

generará una estructura  conocida como bulbo del folículo piloso, que tiene un importante 

papel en el proceso de reparación de heridas y homeostasis en la proliferación celular. 

(Wolff et al. 2009). 

 

Figura 5.- Eventos  de la morfogénesis folicular. Tomado de  Millar, 2002. 

Alrededor de la 19-21 semanas de edad gestacional (fig.6), el conducto piloso se ha 

formado completamente, siendo visible el pelo en el cuero cabelludo por encima de la 

superficie de la epidermis fetal, la que continuará alargándose hasta las semanas 24-28, 

momento en el que pasa de la fase de crecimiento activa (anageno) a la fase 

degenerativa (catageno) y finalmente la fase de reposo (telogeno), completándose así el 

primer ciclo piloso. Con los ciclos subsiguientes los pelos aumentarán su grosor. 
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Figura 6.- Esquema que muestra el desarrollo de la piel, pelo, glandulas sebaceas y sudorípara en 

la edad gestacional estimada para humanos. (Moor, 1996) 
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4.- Señales involucradas en la embriología cutánea: 

“Es importante conocer el proceso embrionario para poder entender el origen y, por ende, 

la base del tratamiento de algunas enfermedades cutáneas tales como las generadas por 

alteraciones ectodérmicas y para poder generar hipótesis causales de enfermedades de 

las cuales aún no conocemos su origen etiológico, pero que podrían tenerlo en alguna 

alteración embriológica.” (Ortíz, 2012) 

Para que el desarrollo normal de la dermis y epidermis se lleve a cabo, se requiere de la 

expresión adecuada de factores que dirijan el desarrollo embrionario, como lo son: 

moléculas de activación, receptoras, adaptadoras e involucradas en apoptosis 

pertenecientes principalmente a 6 familias de proteínasaltamente conservadas a través de 

la filogenia: 1) TGF-β, 2) FGF, 3) Proteína hedgehog (HH), 4) Familia de proteínas 

Wingless (WNT) (Jernvall y Thesleff, 2000), 5) Proteína Notch (Chen et al. 1997) 6) Factor 

de Necrosis Tumoral (TNF). Cabe mencionar que las señales activadoras de las 

diferentes proteínas trabajan de manera redundante, no sólo durante la organogénesis 

sino también durante los ciclos de crecimiento de los anexos ectodérmicos en tejidos 

adultos (Laurikkala, 2002). 

4.1.- familia del Factor de crecimiento transformante β (familia TGFβ): 

La familia del TGF-β es una super familia de proteínas integrada por más de 35 miembros 

en las que se incluye a las activinas, inhibinas, proteínas morfogéneticas de hueso (BMP; 

Davis et al. 2000), hormona anti-Mülleriana, al TGF-β propiamente dicho y factores de 

crecimiento y diferenciación (GDFs), quienes regulan una gran cantidad de actividades 

biológicas como proliferación, migración y apoptosis en diferentes tipos celulares (Sako et 

al. 2010), tanto en el estado adulto como durante el desarrollo embrionario (Gálvez, 

2004).  

La activina es una proteína homo- ó heterodimérica, formada por dos péptidos homólogos 

beta-inhibina de cadenas estructuralmente relacionadas al TGFβ. Las forma más 

comunes son activina A (β-A-βA), activina AB(βA-βB) y activina B (βB-βB). Están 

involucrados en la secreción de la hormona pituitaria, espermatogenesis, eritropoyesis, 

desarrollo embrionario y diferenciación neural (Schneider et al. 2000). Las activinas 

median sus efectos biológicos a través de receptores transmembranales de cinasas de 

serina/treonina que se unen a receptores de activina tipo II (ActRII o ActRIIB) y el receptor 

ActRIB. Subsecuentemente cuando se activa serina/treonina quinasas los receptores 

fosforilan proteínas SMAD y sus receptores SMAD modulan la expresión de una gran 

cantidad de genes involucrados en el desarrollo del mesodermo(Shimizu et al. 1998), Se 

ha identificado en estudios con ratones transgénicos deficientes de activina βA, que la 

proteína esta implicada en el desarrollo de la diferenciación folicular a través de SMAD 4 y 

7 así como promovedora del gen de la queratina 14 (K14) (Bamberger et al. 2005), lo que 

lo convierte en un importante regulador no solo de la morfogénesis sino también de la 

reparación de la piel. 
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Las señalizaciones de BMP (2, 4, 7) participan en el control  del desarrollo inicial  para la 

diferenciación de queratinocitos en el folículo piloso y la epidermis (Kobielak et al. 2003). 

Mientras que en piel adulta, estas mismas señales llegan a formar parte importante en el 

ciclo, talla y color de los folículos pilosos. Por otra parte las BMPs  también actúan como 

supresores tumorales en la piel, inhibiendo la formación tumoral tanto epidérmica como  

folicular (Ahmed, 2011). 

4.2.- Factor de crecimiento de fibroblastos: 

La familia del FGF se encuentra constituida por 22 polipeptidos en mamiferos, 

involucrados en la regulación de la migración, proliferación, diferenciación y sobrevida de 

distintos tipos celulares (Aman y Piotrowski, 2008; Kottakis et al. 2011; Thomas et al. 

2004), estas proteínas trabajan mediante la participación de 4 receptores 

transmembranales con actividad tirosin quinasas, conocidos como Receptor de FGF 1 a 4  

(FGFR) (Ornitz, 2001). Característicamente los distintos FGFRs tienen algunas variantes, 

lo que les permite reconocer selectivamente a los distintos miembros de la familia  por 

ejemplo del FGFR2, únicamente la variante IIIb tiene alta afinidad por los  FGF7, FGF10 y 

FGF22 (Zhang et al. 2006). quienes son altamente relevantes en la generación 

epidérmica y los anexos cutáneos como son los folículos pilosos, ya que existe un 

incremento de FGF7 y FGF10 en la papila dérmica. FGFR3  para el área suprabasal 

epidérmica (Yang et al. 2010) 

FGF7, también conocido como factor de crecimiento de queratinocitos (KGF) es producido 

por los fibroblastos y exhibe una potente actividad mitogénica para células epiteliales, no 

así para fibroblastos o células endoteliales (Powers, 2000). 

4.3.- Proteína sonic hedgehog: 

La familia Hedgehog (HH) está constituida por un pequeño grupo de proteínas implicadas 

en la morfogénesis de distintos tipos de tejidos y órganos. En mamíferos se han descritos 

3 proteínas: (Sonic hedgehog, Desert hedgehog, and Indian hedgehog) (Varjosalo y 

Taipale, 2008). Cuando estas proteínas se unen al receptor proteico patched 

(PTCH1/PATCH ó PATCH2) se liberan proteínas smoothened (SMO) (Nybakken y 

Perrimon, 2002) que activaran proteínas STK36 cinasas de serina / treonina que 

modularan a los miembros GLI y SUFU (Laurendeau et al. 2010) conduciendo a la 

activación transcripcional de los genes diana GLI-dependiente, tales como GLI1, PTCH1, 

CCND2, FOXL1, JAG2 y SFRP1 (Katho y Katho, 2006). Sonic hedgehog (SHH) ha sido 

reportado como un importante regulador de células madre en tejidos adultos (Ding et al. 

2012). Por otro lado la expresión de GLI1 a partir de SHH en las células foliculares está 

implicada  en la fase anageno de crecimiento de pelo (Brownell et al. 2011) modulando de 

esta manera el ciclo folicular.  
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4.4.- Proteína WNT: 

Las proteínas WNT son una familia muy conservada entre diversas especies y 

desempeñan papeles importantes en el desarrollo normal embrionario. En piel adulta 

regulan el balance entre proliferación, diferenciación y migración en poblaciones de 

células (Ouji 1 et al. 2006), como pueden ser las  localizadas en folículos pilosos y 

glándulas sebáceas (Slavik et al. 2007). Se reportan más de 19 genes WNT para los 

humanos (Miller, 2001), estas proteínas actúan como ligandos para  estimular vías de 

transducción de señal mediadas por receptores en organismos vertebrados e 

invertebrados. En la actualidad se conocen cuatro vías de señalización Wnt: 1) vía 

canónica o Wnt-β-catenina; 2) vía Wnt/Ca+2 que involucra a la proteína cinasa A, 3) vía 

de polaridad celular planar y 4) vía que involucra a la proteína cinasa C e interviene en el 

proceso de miogénesis. Algunas de las proteínas Wnt activan y modulan la vía canónica, 

la más importante y mejor estudiada vía de control y regulación citoplasmática relacionada 

con la proteína β-catenina (Ochoa et al. 2012). La activación de esta vía por Wnt10b en la 

piel es considerada critica para que los queratinocitos formen folículos pilosos (Ouji 2 et 

al. 2006) ya que cuando se acumula β-catenina en el citoplasma, es translocada al 

núcleo, interaccionando con factores de transcripción de células T/linfoide y el factor 

potenciador TCF/LEF para regular la expresión de varios genes (Li et al 2011) incluyendo 

c-myc, c-jun, fra-1, y ciclin D1(Kikuchi et al. 2006) los cuales regulan la sobrevivencia y 

muerte celular. 

4.5.- Proteína Notch: 

La proteína Notch está altamente conservada a través de la evolución y está presente en 

muchos tipos celulares en varios estados del desarrollo como proliferación, diferenciación 

y apoptosis. Se han identificado 4 tipos de receptores Notch y 5 ligandos canónicos 

designados como Delta-like (DII-1, DII-3 y DII-4) o serrate-like (Jagged-1 y Jagged-2) 

(Andersson et al. 2011). La transcripción de Notch incluyen genes como Hes-1, Factor 

nuclear Kappa B (NF-kB), ciclooxigenasa-2 (COX-2), factor de crecimiento endotelial 

vascular (VEFG) metaloproteinasa de matriz 9 (MMP-9), regulador extracelular quinasa 

(ERK), AKt, ciclin D1, C-myc, p21 cip1, p27 kip1, P53, entre otros. (Miele, 2006; Miele et 

al. 2006; Wang et al. 2008). Las señales de la proteína Notch juegan un importante papel 

en la regulación de la diferenciación epidérmica, ya sea como promotor de folículos 

pilosos, glándulas sebáceas, linajes epidérmicos interfoliculares y también se ha 

demostrado su actividad como un supresor tumoral a partir de los ligandos, receptores y 

efectores que son expresados en un complejo y dinámico patrón en piel embrionaria y 

adulta (Watt, 2008). 

4.6.- Familia de Factor de Necrosis Tumoral (TNF): 

La familia TNF de ligandos (TNFLs) y receptores (TNFRs) consiste en más de 35 pares 

de ligandos/receptores que influencian una variedad de vías de señalizaciones (Keystone 

y Ware, 2010), que incluyen: regulación del sistema inmune, apoptosis, permeabilidad 

endotelial, migración celular, procesos de división asimétrica de las células madre, 

factores de inflamación (Mathew, 2009), entre otros (Figura.7). A través de vías de 
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señalizaciones TRAFs, las cuales son características de esta familia. Para la generación 

de apéndices cutáneos se han identificado 2 proteínas (EDA A1 y EDA A2) y 4 

receptores: EDAR, XEDAR, TROY y RELT. Las dos últimas, no han sido muy bien 

caracterizadas, ya que no se sabe realmente cuál o cuáles son los ligandos que 

interactúan con estos receptores o si posiblemente sean variantes de EDA 

(Hymowitz,2003). 

 

 

Figura 7.- Papel funcional de  señalizaciones de TNF. Tomado de Mathew, 2009. 

 

4.6.1.- Ectodisplasina 

Las investigaciones realizadas durante las últimas dos décadas en mutaciones 

estructurales de los componentes en la vía de señalización ligando, receptor, factor de 

transcripción han demostrado que a pesar de la amplia diversidad morfológica, los 

organismos bilaterales utilizan pocas vías de señalizaciones en el desarrollo embrionario 

(Hedgehog, Wnt, TGFb, Notch, FGF, TNF) (Hoekstra y Coyne, 2007; Pires y Sommer,  

2002). No obstante, pequeñas modificaciones en las vías de señalización han permitido el 

desarrollo de distintas estructuras a lo largo de la evolución (figura.8). Así la vía de 

señalización de la ectodisplasina está involucrada en el desarrollo temprano de la piel y 

sus apéndices en todos los vertebrados en la formación de escamas y dientes en los 

teleósteos, plumas en las aves, y en mamíferos el desarrollo de dientes, cabello así como 

las distintas glándulas (Pantalacci,2008). 
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Figura 8.-Eventos de la evolución del gen EDA en cordados. Tomado de Pantalacci, 2008. 

Debido a alteraciones o mutaciones genéticas en las proteínas de las vías de señalización 

de las proteínas ectodisplasina (EDA)  así de la familia TNFR (TROY), existen distrofias ó 

displasias ectodérmicas, las cuales agrupan una gran variedad de desordenes patológicos 

y morfogénicos (Cui et al. 2006). Actualmente se han descrito más de 200 variedades 

(López et al. 2005) con afectación de dos o más estructuras/apéndices ectodérmicos 

(Ruggieri y Pascual 2008).  Todas ellas comparten  anomalías del cabello, dientes, uñas ó 

glándulas sudoríparas (figura. 9) (Priolo y Laganá 2001). Algunas otras estructuras que 

también pueden estar afectadas son: la glándula mamaria, la glándula tiroidea, el timo, la 

hipófisis anterior, la medula suprarrenal, las mucosas oral, nasal, rectal y genital, el 

sistema nervioso central, el sistema nervioso periférico, el oído externo, los melanocitos, 

el cristalino, la cornea, la conjuntiva y la glándula y conducto lacrimal (Alarcón et al. 2006). 

En ocasiones, por la compleja interacción que se tiene entre el ectodermo y mesodermo  
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durante su desarrollo se ven afectados algunas estructuras mesodérmicas como los 

sistemas musculo-esquelético y genitourinario (García et al.  2012). 

 

Figura 9.-  la displasia ectodermal hipohidrótica (DEH) como se observa en la figura A, hay anormalidad en el 

desarrollo dental conocido como hipodontia (escaso desarrollo dental) y en ocasiones anodontia (sin desarrollo 

dental), en la figura B se aprecia un desarrollo “ralo” del cabello conocido como hipotricosis (Figura tomada de Salas 

et al. 2011). 

La displasia ectodérmica hipohidrotica fue descrita por Thurnam en 1848 (pipa, 2006) 

quien observó en dos pacientes un desarrollo imperfecto de la piel, folículos pilosos y 

dientes. Presentando anomalías como piel delicada que se irrita a la temperatura tanto 

solar como por ejercicio, no presentaban cejas,  un desarrollo anormal de las pestañas y 

la presencia de solo 4 dientes (Thurnam, 1848).  En 1913, Christ la catalogó como un 

defecto congénito del ectodermo, y en 1921 Siemens, vinculo el padecimiento a el 

cromosoma X a través del estudio de 19 familias, y Touraine, en 1936 describió las 

manifestaciones clínicas de la enfermedad de manera más amplia (Alarcón et al. 2006). 

Desde entonces se le conoce como síndrome de Christ-Siemens-Touraine o Displasia 

Ectodérmica Hipohidrótica (DEH) ligada al cromosoma X (DEHLX) correspondiendo al 

80% de las displasias ectodérmicas, la mutación ocurre  en el gen Xq12-q13.1, pero 

también se puede encontrar de forma autosómica dominante, o bien como resultado de 

una mutación en el receptor EDAR en el gen 2q11-q13; de forma autosomal recesiva, así 

también puede haber  mutación en el receptor asociado al dominio de muerte EDARADD  

en el gen 1q42.42-q43; casos más raros de displasias son provocadas por la mutación en 

la proteína moduladora esencial de NFK-B (NEMO) en el gen Xq28, incontinencia 

pigmentaria2. (Guillén et al. 2010; Mortier et al. 2004; Shimomura et al. 2004). 

 

 

                                                           
2
 También conocido como síndrome de Bloch-Sulzberger es un trastorno neuroectodérmico sistémico, 

caracterizado por lesiones cutáneas que evolucionan por etapas. En ocasiones, se asocia a compromiso 
oftalmológico, neurológico y odontológico. Es una genodermatosis muy rara, con unos 700 casos publicados 
en todo el mundo.Se presenta casi exclusivamente en mujeres. Casi todos los varones mueren intra-útero. 
Los casos comunicados en la bibliografía de pacientes masculinos que sobrevivieron presentaban cariotipo 
47XXY. (González, 2011) 
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Para el mejor entendimiento biológico de las displasias ectodérmicas y posibles 

soluciones a ellas, los científicos han generado modelos murinos con las mismas 

mutaciones presentes en la DEH en humanos (Figura.10). 

 

Figura 10.- Variaciones mutacionales en displasias hipohidróticas. El ratón Tabby tiene mutación en el gen EDA; el 

ratón Downless, tiene una mutación en el receptor EDAR; El ratón Crinkled, presenta la mutación en el dominio de 

muerte EDARADD y finalmente una mutación en el complejo IKβ. Tomado de O’shaughnessy y Christiano, 2004. 

La ectodisplasina es una proteína transmembranal tipo II con un dominio de TNF (dominio 

de muerte) en el carboxilo terminal, su transcripción y las modificaciones 

postraduccionales  pueden producir diferentes isoformas muy parecidas, para el año 2006 

ya se habían reportan 9 isomorfas de EDA en ratón. Sin embargo, EDA-A1 y EDA-A2 

comprenden el 80% del total de EDA (Hashimoto et al. 2006), considerándose como las 

isoformas biológicamente más activas. Entre ellas, difieren únicamente por la presencia 

de Glu308 y Val309 en la región del receptor de unión de EDA-A1 teniendo una mayor 

sólo por dos aminoácidos, los cuáles cumplen una función de switch controlando la 

especificidad del receptor (Figura.11). Por lo anterior  EDA-A1 se une exclusivamente a su 

receptor EDAR,  mientras que EDA-A2 a su receptor XEDAR. Dicha especificidad se debe 

a que la presencia de estos aminoacidos modifica la estructura tridimensional y 

electrostática del dominio de unión al receptor (Hymowitz et al. 2003). 

mailto:herrera-m@rocketmail.com?subject=asunto%20del%20mensaje
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Figura.11.- superficie electrostática de EDA A1 (izquierda) y EDA A2 (derecha). Tomado de Hymowitz, 2003. 

La señalización de EDA-A1 comprende el ligando de ectodisplasina, su receptor EDAR 

así como la participación de una proteína adaptadora del dominio de muerte EDARADD 

(Houghton et al.  2005) la cual le confiere la capacidad de utilizar distintas vías de 

señalización como TRAF1, TRAF2, TRAF3, TRAF5 y  TRAF6 mientras que XEDAR al no 

tener la proteína adaptadora sólo se puede activar por las vías TRAF3 y TRAF6 

(figura.12). 

.  

Figura.12.-  Componentes moleculares de EDAR, Xedar y Troy, tomado de Botchkarev, 2005. 

Cuando se lleva a cabo la interacción del ligando EDA con su receptor EDAR, se ve 

implicada también la transcripción del gen EDARADD el cual codifica para la proteína 

citoplasmática con el mismo nombre fungiendo así como un adaptador de EDAR para 

activar el complejo proteínico IKK (constituido ya sea por NEMO e IKK1 ó IKK2) el cual 

tras la fosforilación del complejo IKB, inhibe la acción del inhibidor del factor nuclear 

kappa B (NF-KB). Permitiendo así su translocación al núcleo para iniciar la transcripción 

de numerosos genes implicados en el desarrollo de las estructuras ectodérmicas 

(Cammarata et al. 2007) y que con otras proteínas (figura 13) darán origen a la piel. 

Las superficies de las isoformas EDA son 

coloreadas de acuerdo a cálculos electrostáticos, 

en azul la superficie con potencial +5KT, neutral 

en blanco y -5 KT en rojo, la zona de unión al 

receptor esta en el recuadro  amarillo. La 

estructura subdominio de XEDAR y EDAR se 

representa esquemáticamente con la ubicación 

relativa y el número de enlaces disulfuro lo cual 

se indica por las líneas amarillas. Los extremos N 

de los receptores están en la parte superior de las 

figuras. 

 

Por medio de los receptores de la 

familia TNF se activan c-jun por N-

terminal quinasa (JNK) en adición a la 

señalización NF-kB, EDAR muestra la 

activación de JNK, llevando a la 

sobrevivencia y proliferación celular.  
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Figura.13.- Señalizaciones proteicas implicadas en el desarrollo de la piel. Tomado de Wolff, 2009. 
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5.1.- Ingeniería de Tejidos. 

El desarrollo de la biología celular y molecular, con sus grandes logros técnicos y 

científicos, han hecho posible que comience una nueva era de la medicina moderna. La 

ingeniería de tejidos (IT) está orientada hacia el desarrollo de sustitutos biológicos o 

equivalentes tisulares que permitan mantener, mejorar o restaurar las funciones normales 

de tejidos u órganos dañados (Fabres, 2010), afectados por enfermedades degenerativas 

o infecciosas así como accidentes y quemaduras (Velázquez et al. 2008). A partir de un 

pequeño fragmento de tejido se puede lograr esto, como lo ejemplifican los logros 

alcanzados con los cultivos de piel, córnea, cartílago, hueso, músculo, tejido nervioso, 

tejido glandular, entre otros (Arvelo, 2007). 

El concepto de ingeniería de tejidos fue acuñado en la primavera de 1987 durante una 

reunión de la Fundación Nacional de Ciencias de Medicina Humana en Estados Unidos 

de America, aun cuando sus bases metodológicas como el cultivo celular, habían sido 

desarrolladas en décadas anteriores (Falke y Atala, 2000). La IT como todas las áreas 

nuevas del conocimiento, tiene numerosas fuentes de oportunidad y con futuro 

prometedor en el área de la medicina reconstructiva y la trasplantología, ya que 

precisamente éstas áreas de la medicina tiene su mayor debilidad en la baja 

disponibilidad de tejidos obtenidos por donación (Falke, 2001). La IT y la medicina 

regenerativa involucran la participación de tres actores: 1) las celulas, ya sea adultas y 

expandidas o diferenciadas en estirpes celulares ad hoc, 2) las sustancias bioactivas que 

modulen la actividad celular, como lo son los factores de crecimiento, citocinas e iones, y 

3) los andamios tridimensionales que permitan una adecuada implantación, activación, 

proliferación o diferenciación celular, y que ofrezcan las condiciones biofísicas y 

mecánicas de los tejidos a sustituir, permitiendo su histointegración. 

5.1.1.- Biomateriales: 

Se denomina biomaterial a aquellos materiales sólidos, líquidos o geles, que por sus 

características físicas, químicas y mecánicas, pueden entrar en contacto con células y 

tejidos vivos, y que de manera normal no alteran o modifican negativamente las funciones  

de las células y tejidos con las que interactúan. Por ello, los biomateriales deben ser 

inocuos y fisiológicamente aceptables. A través de la historia podemos observar que la 

utilización de materiales en el campo de la Medicina para restaurar las funciones de 

tejidos dañados, se remonta  en la utilización de productos naturales y ciertos metales en 

el antiguo Egipto, siendo los primeros en sustituir parcialmente la función del sistema 

musculo esquelético con prótesis de madera, de igual forma en las civilizaciones clásicas 

griega y romana (Lizarbe 2007). En la Edad Media, los hermanos Cosme y Damián 

reimplantaron la pierna de un moro a un cristiano (Caviglia et al. 2011). A lo largo del siglo 

XIX se elaboraron diversas aleaciones resistentes a la corrosión y durante el siglo XX se 

desarrollaron los polímeros como el hilo de las suturas capaces de ser degradados y 

absorbidos por el organismo.   

Los biomateriales tienen la función de actuar como una matriz de soporte extracelular 

artificial, que reemplace a la natural ocupando los espacios carentes de tejidos y 
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brindando al mismo tiempo un soporte tridimensional que permita no solamente que las 

células puedan migrar y adherirse, sino que también puedan activarse en términos de 

proliferación y diferenciación celular (Falke y Atala, 2000),  siendo capaces de sintetizar 

nueva matriz extracelular y promover un proceso de reparación o regeneración. Al mismo 

tiempo los biomateriales deben permitir el transporte adecuado y entrega de los factores 

bioactivos necesarios para la activación celular (Fabres, 2010). 

5.1.1.1- Tipos de biomateriales 

El biomaterial en contacto con tejidos vivos debe ser biocompatible,  es decir, no producir 

en ellos ningún tipo de alteración, no deben inducir  toxicidad, ser estables químicamente, 

así como cumplir requerimientos bio-mecanicos (flexibilidad, resistencia, elasticidad, etc.) 

así como una facilidad de producción y procesamiento. De manera particular los 

biomateriales deben ser capaces de permitir el desarrollo, la proliferación y la 

diferenciación de las células cultivadas. Existe una gran diversidad de biomateriales y 

polímeros (Figura14) entre ellos se incluyen: metales, cerámicas, vidrios,  polímeros 

sintéticos de múltiples clases, polímeros naturales, tejidos biológicos modificados, etc. 

(Serrato, 2010). 

Los metales han sido utilizados como biomateriales para remplazar partes del cuerpo 

(articulaciones, placas craneales, etc.) o implantes utilizados en la estabilización y ayuda 

al proceso normal de reparación de un tejido como podrían ser en la unión de huesos 

rotos. Las cerámicas han tenido una utilización muy variada y principalmente en implantes 

óseos, proporcionando características positivas, como el ser químicamente inertes, no 

desencadenan respuestas no deseadas en el tejido implantado y no son susceptibles de 

ataque microbiano. Los polímeros sintéticos son muy variables, y las propiedades físicas y 

estabilidad química dependerán demasiado de la composición y del entrecruzamiento del 

mismo, por lo que se pueden hacer con las características específicas requeridas (Lizarbe 

2007), dentro de los biomateriales orgánicos, desarrollados para aplicaciones de 

ingeniería de tejidos, se han utilizado diversos compuestos de origen tanto bacterial y 

vegetal como animal. Han sido utilizados polímeros derivados de componentes proteicos, 

glucoproteicos y de glucosaminoglucanos  íntegros o fragmentados con relativo éxito en la 

construcción de andamios. La colágena es un ejemplo de aplicaciones muy diversas, ya 

que en forma de membranas o películas se utiliza como sustituto de cornea, en 

membranas para hemodiálisis, piel artificial y en reparación de hernias. En forma de 

esponja es utilizado en tratamientos de lesiones de piel, en la sustitución de hueso y 

cartílago, válvulas cardiacas y como agente hemostático.  
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5.1.1.1.1.- Fibrina como biomaterial: 

La fibrina es una red proteica resultante de la polimerización del fibrinógeno presente en 

el plasma sanguíneo, y aun cuando no es un componente de la dermis, es la base natural 

necesaria para la reparación de las heridas, ya que además de actuar como hemostático 

en un primer momento, se convierte en segundo término  en una matriz extra celular 

provisional necesaria para que las células inicien el proceso reparador (Arvelo, 2007). La 

fibrina puede ser obtenida de manera comercial, también puede ser obtenida mediante el 

plasma humano autólogo en una concentración de 6-12mg/ml y que a su vez proporciona 

factores de crecimiento como: factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), FGF, 

Factor de crecimiento epidérmico (EGF), y el factor de crecimiento transformante α (TNF 

α) (Currie et al. 2001). 

 

 

 

Figura.14.-  Clasificación de los biopolimeros y algunos ejemplos. 
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5.2.- Ingeniería de tejidos de Piel: 

Como ya se ha mencionado, la piel es un órgano de vital importancia, que cumple 

diferentes funciones biológicas. Sin embrago, existen diversas situacionesque alteran su 

estructura, integridad y función como por ejemplo, el cáncer, las quemaduras y las úlceras 

de distinta etiología que no sanan en periodos largos de tiempo (Mackay y Miraliakbari, 

2006). Estas situaciones constituyen verdaderos problemas de salud pública a nivel 

mundial (Franco et al. 2006).  En el caso de las quemaduras graves de 2o y 3er grado, las 

implicaciones clínicas y fisiológicas de los pacientes no solo involucran al sistema 

tegumentario, sino también complicaciones como deshidratación del paciente, en algunos 

casos hipotermia, hipoalbuminemia y la posibilidad de infección bacteriana (Pérez et al. 

2006). Aproximadamente, el 1% de la población mundial sufre quemaduras cada año. De 

ellos, unos 9,000,000 de personas quedan incapacitadas debido a las secuelas (Montes 

et al. 2011). En México  la Secretaria de Salud publicó en el año 2007 un registro de 

109,479 casos de quemaduras, hasta el 2010 registraban 114 mil accidentes por 

quemaduras al año de los cuales el 80% corresponde a niños menores de 5 años y 

adultos mayores de 60 años con alguna discapacidad. La principal problemática que se 

genera en estas situaciones de quemaduras profundas es el cubrir grandes extensiones 

de lesión. Una técnica usualmente implementada para ello corresponde a los injertos de 

piel autóloga o también conocido como autoinjerto, que consiste en trasplantar piel de 

sitios sanos del mismo paciente hacia la zona dañada, ésta técnica fue introducida 

originalmente por Jaques-Louis Reverdin en 1871 (Horch et al. 2005), otra forma son a 

partir de aloinjertos que se clasifican en dos formas: 1) homoinjerto o piel homóloga 

alogénica, corresponde a un distinto genotipo de seres humanos. 2) heteroinjerto o piel 

heteróloga alogénica (xenogénica), correspondiente a otra especie no humana. En 

relación a los autoinjertos, la elección de una región donante en el paciente, constituye un 

riesgo para el mismo, además de ser insuficiente cuando la lesión es extensa (Amortegui 

y Ramírez, 2008), mientras que para los aloinjertos se encuentran susceptibles a un 

rechazo inmunológico por parte del paciente así como susceptibilidades a numerosas 

infecciones como hepatitis B y C o virus de inmunodeficiencia humana(VIH) entre otros. 

La IT  trae ventajas como superar las limitaciones asociadas con el uso de autoinjertos 

inmediatos gracias a los avances tecnológicos en la fabricación de biomateriales y en el 

cultivo de células que han permitido la producción de sustitutos cutáneos (Arenas et al. 

2012). 

Dentro de los sustitutos cutáneos más utilizados para cubrir heridas se encuentran el 

AlloDerm®, que es una matriz proteica formada por dermis de donante desvitalizada 

mediante criopreservación y liofilización, destruyendo con ello la totalidad de las células 

del donador. Este sustituto no incluye la capa epidérmica, preservando la estructura 

tridimensional de la dermis y promoviendo una adecuada invasión de nuevos vasos  

sanguíneos para una adecuada revascularización; también preserva la estructura de la 

colágena, elastina y proteoglicanos permitiendo que las integrinas de los fibroblastos del 

paciente se liguen adecuadamente. Otro equivalente tisular es Apligraf® el cual está 

constituido por una lámina de colágena bovina tipo I en la que se han sembrado 

fibroblastos humanos alogénicos, los cuales producen activamente factores de 
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crecimiento, la capa epidérmica está  formada por queratinocitos humanos alogénicos, los 

cuales liberan factores de crecimiento epidérmico permitiendo una proliferación de los 

queratinocitos adyacentes y una posterior reepitelización de la herida. 

Biobrane®, es un sustituto cutáneo utilizado para la reepitelización de grandes 

quemaduras de 2o grado, ésta malla se encuentra compuesta por una película de silicón 

sobre la que se han anclado una red de nylon embebida con fibrina y colágena tipo I, por 

lo que se adhiere fácilmente al tejido conjuntivo ofreciendo un soporte proteíco para que 

que los fibroblastos del paciente proliferen e induzcan un proceso de reparación y 

reepitelización. Gracias a la transparencia del silicón y a la presencia de pequeños poros 

en la membrana ofrece la ventaja de ser una ventana para el monitoreo de la reparación 

la herida al tiempo que permite vigilar posibles infecciones bacterianas. Transcyte®, 

además de la utilización de una malla de silicón y un soporte mecánico de nylon,  

incorpora el sembrado de fibroblastos neonatales, los cuáles después de un período de 

cultivo depositan sobre la malla de nylon numerosas proteínas de matriz extracelular, al 

igual que factores de crecimiento, posteriormente el equivalente tisular es desvitalizado 

por congelación, permitiendo de esta manera su aplicación sin riesgos inmunológicos. 

Integra®: está construido por 2 capas, una membrana externa de silicona y una capa 

profunda de colágena tipo I de origen bovino con glucosaminoglucanos, lo que permite 

que al ser aplicada sobre lesiones  de gran tamaño controle la perdida de agua por 

vaporización, al tiempo que permite una reparación del lecho conjuntivo.  

Por otra parte, recientemente el cultivo de queratinocitos se ha mejorado notablemente, la 

técnica mas exitosa del desarrollo in vivo de células epiteliales (queratinocitos) fue  

elaborada por Rheinwald y colaboradores en 1975, quienes utilizaron queratinocitos 

humanos sembrados sobre una capa de fibroblastos embrionarios (3T33), como células 

alimentadoras, denominada feeder layer, con el fin de estimular la proliferación de los 

queratinocitos. Posteriormente, y con la finalidad de eliminar a los fibroblastos murinos de 

los cultivos de queratinocitos humanos y poder utilizar las células en implantes se 

humanos se evaluó la utilización de células alimentadoras irradiadas letalmente o tratadas 

con mitomincina C. Finalmente en 1980 Banks-Shelegel y colaboradores llevaron al 

perfeccionamiento las técnicas haciendo posible la utilización de los tejidos obtenidos en 

el laboratorio a la práctica clínica (Arvelo, 2007). 

Utilizando técnicas de cultivo de tejidos, las células epiteliales humanas (queratinocitos) 

pueden reproducirse in vitro en un periodo de 2 a 4 semanas, lo suficiente como para 

obtener una gran superficie de monocapas de queratinocitos a partir de un pequeño 

fragmento de piel y su superficie de cobertura puede expandirse 100 veces o más por 

ejemplo a partir de una biopsia de  1 x 1cm se puede generar 1m² de piel (Ramos et al. 

2006). El auto injerto de queratinocitos cultivados ha sido utilizado con éxito para lograr 

cierre permanente de la herida en pacientes con grandes quemaduras, sin embargo, uno 

de los mayores problemas en la producción de equivalentes cutáneos, está relacionado 

con la fragilidad de las láminas de queratinocitos en ausencia del componente dérmico, lo 

                                                           
3
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que ocasiona dificultades para su aplicación e incorporación (Arango et al. 2009). Se han 

realizado esfuerzos para desarrollar equivalentes cutáneos con un componente dérmico, 

que soporte a las células basales de los queratinocitos, permita su proliferación, 

expansión, diferenciación y síntesis de la unión dermo-epidérmica tras el implante y 

funcione como una auténtica piel humana, diversas investigaciones se han enfocado en la 

utilización de: la fibrina, colágeno, proteoglucanos y glucosaminoglucanos como el 

condroitin-6-sulfato y el ácido hialurónico, incluso se han evaluado la utilización de 

matrices acelulares obtenidas de vejiga de cerdo (Butler et al.1998). 

En la última década numerosas investigaciones se han enfocado en la construcción de 

equivalentes dérmicos, que contengan elementos estructurales y celulares como los 

fibroblastos, que ofrezcan las señales moleculares adecuadas para el rápido crecimiento 

de los queratinocitos. Se ha demostrado que la utilización de éstos equivalentes producen 

factores de crecimiento similares a los secretados in vivo y que además sirven como 

reservorio para la infiltración de células inflamatorias y tejido de granulación en el sitio de 

la lesión, favoreciendo su cicatrización y cierre. (Ghalbzouri et al. 2008). 

Las regulaciones actuales en buenas prácticas de laboratorio y sanitaria favorecen a los 

sistemas tisulares libres de células y productos animales, por lo que durante la última 

década se ha promovido el desarrollo de modelos libres de células alimentadoras murinas 

al igual que sistemas de cultivo libres de citocinas de origen animal, como el suero fetal 

bovino. De igual manera el cultivo de queratinocitos y fibroblastos para la generación de 

equivalentes cutáneos ha demostrado ser además un excelente modelo para el estudio de 

enfermedades cutáneas inflamatorias, así como para la valoración del efecto de 

medicamentos, estudio de citocinas (Bowers et al. 1999), factores de crecimiento (Noel et 

al. 1995), integrinas, receptores de fibronectina, efectos de la radiación ultravioleta 

(Brohem et al. 2010) y de otro tipo de radiaciones sobre la piel (Calderón et al. 2002).  

5.3.- Investigación en Displasias Ectodermicas Hipohidroticas: 

Las displasias ectodérmicas hipohidroticas han despertado gran interés a la ciencia 

debido a las etiologías implicadas, dándose así a la tarea de encontrar soluciones a ellas 

estudiando las vías de señalización involucradas con la proteína ectodisplasina, la cual al 

estar implicada en la generación de los distintos anexos cutáneos, adquiere relevancia 

desde el punto de vista médico, odontológico, antropológico, veterinario y en otras 

ciencias biológicas. 

Tuija Mustonen y cols., en el año 2004, realizaron una investigación en la que 

demostraron que la proteína ectodisplasina A1 promueve el destino placodal durante la 

morfogénesis temprana  de los apéndices ectodérmicos. Ellos realizaron un modelo de 

proliferación en el que cruzaron ratones transgénicos que sobre expresan la proteína 

EDA-A1 acoplada al promotor de la queratina K14, tanto con ratones knock out para EDA-

A1 como con ratones wild type, y para el día 14 de gestación se evaluó la presencia y 

tamaño de las placodas ectodérmicas, observando que  la sobreexpresión de EDA A1 

promueve una fusión de las placodas epidérmicas en algunas secciones debido al 

incremento en talla y numero de las mismas. Por otra parte, al colocar en cultivo explantes 
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de  piel obtenida de embriones de ratones Tabby con una edad de E13, a los cuales se 

les administró EDA-A1 a diferentes dosis en un rango de 0.05 a 5 µg/ml (figura.15), 

encontrando que después de 24 horas de cultivo se puede detectar la expresión de los 

genes Shh y β-catenina, en cúmulos celulares formando estructuras placodales, 

encontrando que bajas concentraciones de EDA-A1 [0.05µg/m] solamente rescatan de 

manera parcial el desarrollo de las placodas, mientras que a altas concentraciones 

[2µg/ml] la magnitud del estímulo indujo un alargamiento y una posterior fusión de las 

placodas, impidiendo el desarrollo de los primordios, sin embargo a dosis medias entre 

[0.1 y 0.5 µg/ml] se observó un rescate placodal con un patrón morfológico similar al 

silvestre.  Cabe señalar que en dichos embriones sujetos a altas concentraciones de 

EDA-A1 también se observaron resultados similares en placodas molares y de glándulas 

mamarias. 

 

Figura.15.- Evaluación de la ectodisplasina  a diferentes concentraciones en explantes de ratones Tabby. Tomado de 

Mustonen et al. 2004. 
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Figura.16 señalizaciones implicadas en la proteína ectodisplasina A1. Tomado de Clauss et al. 2008. 

De manera independiente, Clauss y cols., en el año 2008, propusieron  un modelo de 

señalización para la producción de la proteína EDA-A1 y el receptor EDAR (Figura 16). En 

donde la proteína activina-β al ligarse a su receptor con actividad cinasa activa al factor de 

transcripción Smad el cuál induce la transcripción del receptor EDAR esta vía de 

señalización se ve fortalecida por la propia producción de EDA, la cual esta regulada por 

la producción de proteínas Wnte por parte de los fibroblastos del tejido mesenquimatoso, 

donde las proteínas Wnt6, Wnt3a, Wnt7a, Wnt10a y Wnt10b mediante la via de β-catenina 

estimulan al factor Lef1 para que se transcriba al gen eda. En este sentido cabe señalar 

que la proteína Wnt6 se expresa fuertemente en la piel embrionaria. Por otro lado Wnt6 

Wnt3a, Wnt7a y Wnt10b se expresan fuertemente en la dermis embrionaria regulando el 

desarrollo de la papila folicular (Laurikkala, 2002). Al mismo tiempo la señalización de las 

proteínas Wnt induce la transcripción de la proteína Shh la cuál inhibe la actividad de las 

proteínas BMP (Pummila,2007) permitiendo que la proteína EDA al interactuar con su 

receptor EDAR estimule la activación de P50 y P52, donde la via de señalización de P50 

tiene un destino epitelial pues produce el factor de crecimiento de tejido conjuntivo-Ccn2, 

folistatina que también inhiben a las proteínas BMP estimulando la producción de 

proteínas Smad para la producción de Msx1 y 2, así como Pax9, los cuáles  están 

implicados en el desarrollo normal meso y ectodérmico, por su parte la vía de P52 

conduce a la producción de NFAT2, Shh, Ciclina-D1 y NFAT-1, los cuáles además de 
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estar implicados en la diferenciación osteoclastica participan en la morfogénesis 

ectodérmica. 

Producción de la proteína Wnt10B a partir de Células cancerígenas de la línea 

celular MCF7: 

En algunas patologías de estructuras glandulares distintas a las displasias ectodérmicas 

como el cáncer de mama, se ha observado que las proteínas de señalización 

involucradas en el desarrollo de los anexos ectodérmicos participan activamente en la 

progresión tumoral, en la línea celular MCF7 de cáncer de mama humano, se han 

estudiado de manera extensiva la presencia de diversos receptores y los distintos 

mecanismos de regulación hormonal. Interesantemente se ha demostrado que las células 

MCF7 cuentan con numerosos receptores para estradiol, el cuál al ligarse genera una 

cascada de señalización intracelular que resulta en la producción de la proteína Wnt10b, 

generando una señal redundante en cuanto a la proliferación celular (Sutherland, 1983, 

Han, 2003). Recientemente, se ha reportado que la administración exógena de estradiol a 

una concentración de [1x10-7M] estimula la producción de la proteína Wnt10b 

(Kirikoshi,2002). 

Recientemente en nuestro grupo de trabajo demostramos que la administración exógena 

de la proteína activina A tanto en cultivos de queratinocitos humanos neonatales 

(SCCE020 Millipore) como en cultivos de queratinocitos humanos adultos obtenidos de 

biopsias piel normal,  modula positivamente el índice de proliferación de queratinoctios 

que expresan al receptor EDAR en su superficie (Fig.17), de una manera dosis 

dependiente, la cual se estabiliza en un rango de concentración de [100 - 200 ng/ml].  

 

Figura.17.-  Gráfica porcentual de la expresión de proliferación de queratinocitos dosis respuesta en relación a la 

activina A. (Tomado de Vázquez, 2011) 
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6.- Justificación 

La incidencia y prevalencia de casos de pacientes con afecciones que requieran del 

implante de grandes extensiones de piel, por quemaduras o úlceras ha mantenido durante 

los últimos años una tendencia a la alza, lo que compromete el tratamiento de dichas 

personas si se agrega la escasa cultura de la donación así como el bajo desarrollo de 

bancos de piel y unidades de ingeniería de tejidos.  

En este sentido, la ingeniería de tejidos en el área de lesiones cutáneas se ha enfocado al 

desarrollo de equivalentes tisulares cutáneos, dérmicos,  epidérmicos y compuestos, sin 

embargo la mayoría de los modelos existentes promueven ya sea la reepitelización o bien 

la integración del implante, sin embargo, al no contar con el componente pigmentario 

(melanocitos), sensitivo (células de Merkel), así como los anexos dérmicos, folículos 

pilosos y glándulas sudoríparas y sebáceas, no restituyen las funciones de estos 

elementos, por lo que el presente estudio constituye parte de un proyecto que tiene como 

finalidad generar un equivalente cutáneo que cuente con anexos ectodérmicos, por lo que 

es necesario implementar las condiciones de cultivo que nos permitan evaluar el 

comportamiento in vitro de los mecanismos de señalización intra celular de la proteína 

Ectodisplasina A1 y las proteína Wnt10b en el desarrollo de los anexos ectodérmicos a 

partir de queratinocitos sembrados en equivalentes cutáneos. 
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7.- Hipótesis: 

Si se coloca un cultivo de queratinocitos basales humanos, en los que previamente se ha 

enriquecido la población EDAR+ sobre una base dérmica constituida por fibroblastos 

inmersos en una red tridimensional de fibrina, entonces al administrarles de manera 

exógena la proteína ectodisplasina A1, se observará en el equivalente cutáneo un 

incremento en la proliferación de la población de queratinocitos EDAR+ y la 

correspondiente formación de cúmulos celulares de queratinocitos EDAR+. 
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8.- Objetivo General: 

Evaluar sí la administración exógena de ectodisplasina A1 induce un incremento en la 

proliferación de los queratinocitos humanos EDAR+, sembrados sobre un equivalente 

cutáneo con base dérmica de fibrina. 

 

8.1 Objetivos particulares: 

 Evaluar el fenotipo de los queratinocitos humanos cultivados en el equivalente 

cutáneo, mediante la detección inmunohistoquímica de la expresión del receptor 

de ectodisplasina (EDAR) y la expresión de la citoqueratina (K5). 

 

 Evaluar la variación en la tasa de proliferación de los queratinocitos humanos 

cultivados en el equivalente cutáneo después de la administración de EDA. 
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9.- MATERIAL BIOLÓGICO. 

TEJIDOS Y CÉLULAS 

9.1 Colecta de Tejidos 

Para el desarrollo de este trabajo se utilizaron queratinocitos humanos adultos obtenidos 

de biopsias de piel normal con tamaño de aproximadamente 1 cm2 provenientes de restos 

quirúrgicos no utilizables de los servicios de cirugía plástica del Hospital General de 

México, SSa y de la Unidad de Quemados del Hospital Infantil de Tacubaya SSaDF, la 

toma de las biopsias se realizó mediante el consentimiento informado de los pacientes 

donadores, de acuerdo al proyecto de investigación PAAPIT IN-213510 y FM-BCyT/005-

2013 del Departamento de Biología Celular y Tisular de la Facultad de Medicina de la 

UNAM.  

La colecta de los especímenes de piel se realizó bajo condiciones de esterilidad en 
quirófano y después de un adecuado procedimiento de asepsia y antisepsia, en cada 
ocasión se disecó el fragmento de piel, el cuál fue colocado en un tubo Falcón de 50 ml 
con medio de transporte (medio de cultivo  suplementado con antibióticos y antimicóticos), 
el tubo fue inmediatamente sellado y enviado en refrigeración al Laboratorio de 
Inmunoterapia Experimental e Ingeniería de Tejidos del Departamento de Biología Celular 
de la Facultad de Medicina de la UNAM para su procesamiento. 
  
9.2.- Aislamiento y Cultivo de Queratinocitos y fibroblastos 
 
En ambiente estéril dentro de una campana de flujo laminar, la muestra fue procesada 
(figura.18) y con instrumental estéril fue transferida a un tubo nuevo donde se realizó un 
ciclo de lavados con alcohol al 70% durante 30 segundo y 4 lavados posteriores con 
solución salina balanceada de Hanks (HBSS) estéril, posteriormente el fragmento de piel 
fue transferido a una placa de cultivo estéril de 10 cm de diámetro, donde con ayuda de 
una navaja de bisturí y pinzas finas curvas se retiró el exceso de tejido adiposo 
subcutáneo procurando evitar que el tejido se secara, finalmente se fragmento la biopsia 
de piel en especímenes de aproximadamente 1 mm2 los cuales fueron transferidos e 
incubados durante 18 hrs, a 4 ºC, colocados en flotación con la cara dérmica hacia abajo 
en una nueva placa de cultivo con 10 ml de medio DMEM, suplementado con Dispasa 
[1mg/ml], y EDTA [0.5mM], posteriormente la placa de cultivo fue transferida a la 
incubadora donde se mantuvo a una temperatura de 37 ºC y atmósfera de CO2 al 5% 
durante 1hr, posteriormente y con la ayuda de pinzas curvas finas se separaron las 
láminas epidérmicas mismas que fueron transferidas  a un tubo Falcón con 5 ml de medio 
DMEM  suplementado con tripsina [0.05%] donde fueron incubados en un baño maría con 
agitación a 37 ºC durante 1hr, posteriormente se colectó el sobrenadante y se centrifugo a 
1200 rpm durante 10 minutos, el sobrenadante se retiró y fue adicionado con enzima 
fresca y posteriormente se regreso al tubo con las láminas epidérmicas, el botón celular 
fue transferido a un tubo nuevo y se mantuvo en refrigeración, se repitió el mismo proceso 
por 3 ciclos de digestión enzimática, acumulando a los queratinocitos obtenidos en cada 
ronda del ciclo, finalmente los queratinocitos fueron sembrados en botellas de cultivo de 
25cm2 con medio específico para queratinocitos EPIGRO (Millipore) y mantenidos durante 
al menos 10 días en expansión hasta obtener una monocapa. 
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Por otra parte las láminas dérmicas fueron lavadas 3 veces con solución HBSS y 

posteriormente transferidas a tubos nuevos conteniendo 10ml medio DMEM 

suplementado con colagenasa-I [2mg/ml] y mantenidas en incubación en baño maría con 

agitación a 37 ºC durante 2 hrs., posteriormente la suspensión celular fue colectada y 

filtrada con una mala de nylon de 200 micras para retirar detritos tisulares y centrifugada a 

1200 rpm durante 10min, finalmente el sobrenadante fue desechado y el botón celular se 

resuspendió y fue sembrado en botellas de 25cm2 y mantenidas en cultivo a 37 ºC y 

atmosfera de CO2 5%  hasta su expansión. 

 

 

 

 

 

 

   

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Limpieza y 

fragmentación 

mecánica de la 

piel 

Figura 18.- Ilustraciones en la obtención de las células. A) Piel dispuesta en una caja Petri. B) Fragmentación 
mecánica de la piel. C) Digestión enzimática para la obtención de las células, imagen superior correspondiente a 
queratinocitos y la inferior a los fibroblastos.  

Fragmentos de piel 

tratados con  enzimas 

(Tripsina /EDTA y 

Colagenasa) 
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9.3.- Línea celular MCF7 

Una alícuota de la línea celular de cáncer de mama (figura 19), se expandió mediante 
cultivo en medio DMEM suplementado con aminoácidos no esenciales, SFB al 10%y 
antibióticos antimicóticos, a 37 ºC a CO2 al 5% una vez que las células alcanzaron una 
confluencia de aproximadamente el 80% el medio de cultivo fue sustituido por un medio 
suplementado con 17B-estradiol [1X10-7 M] libre de SFB, y se dejo incubar durante 72 
hrs., al término de este período se colecto el sobrenadante el cuál fue centrifugado a 1200 
rpm y filtrado con una malla de PVDF con poro de 0.2um, finalmente el sobrenadante se 
alicuoteó y congeló hasta su utilización. 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

9.4.- Equivalente cutáneo 

Se generó un equivalente cutáneo (Fig.20) conformado por una capa epidérmica y una 

dérmica,  los elementos celulares de ambas capas (queratinocitos y fibroblastos) fueron 

obtenidos mediante la previa expansión celular  de las células obtenidas de la biopsia. La 

base de hidrogel de la dermis se construye con plasma sanguíneo anti coagulado con 

citrato de sodio, el cual se suplementa con acido tranexámico y fibroblastos, 

posteriormente se le adiciona  cloruro de calcio para restaurar la cascada de coagulación 

y se coloca en incubación a 37 ºC durante 60 minutos, una vez que gelifica se cubre con 

suficiente medio de cultivo permitiendo que difunda al interior del andamio, 18 hrs 

después se sembró la suspensión de queratinocitos y se dejó en medio de crecimiento de 

queratinocitos permitiendo que proliferaran. 

  

 

 

 

 

 

Figura 19.- Cultivo de células de la línea celular MCF7 (cáncer de mama) a 4 días de ser sembradas. 

Figura 20.-  lado izquierdo se aprecia el andamio de fibrina polimerizado, y en la figura de la derecha 
cuando se suplementa con DMEM  para nutrir a los fibroblastos contenidos en el andamio. 
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9.5.- Estimulación de queratinocitos 

Sobre los equivalentes cutáneos (fibrina+fibroblastos+queratinocitos) se cultivaron con el 

medio de cultivo basal del experimento (EPIGRO/activina [200µg/ml]) y se dejo en cultivo 

durante 55 hrs permitiendo que se indujera la expresión de la proteína EDAR, posterior a 

esta incubación se sustituyo el medio de cultivo, por medio fresco suplementado con el 

sobrenadante de células MCF7 al 10 y 20 % (suplemento de Wnt10b),  finalmente 55 hrs 

después se les sustituyo el medio por medio de crecimiento (Activina+EDA), cabe señalar 

que aquellos cultivos que no les correspondía la suplementación proteica se quedaban 

con el medio basal. Posteriormente los cultivos fueron terminados fijándolos dentro de la 

placa de cultivo durante 2 semanas en solución fijadora de Zamboni. Los tejidos de cada 

uno de los bloques fueron retirados de la solución de Zamboni y se procesaron mediante 

técnica histología convencional de parafina (Figura 21). Conformando los cultivos y tres 

repeticiones de los siguientes grupos experimentales:  

(1) Medio basal (Epigro + Act A) 

(2) Medio basal + Ectodisplasina 

  (3) Medio basal + Wnt10b 20%  

(4) Medio basal + EDA + sobrenadante MCF710% 

(5) Medio basal + EDA + Sobrenadante MCF7 20% 

 
 

 
Figura 21.- imágenes que muestran  la implementación de esponjas para llevar los sustitutos cutáneos al 
procesamiento de parafinación, el cual se puede apreciar el resultado en la imagen extrema derecha. 

 

 

 



Material y Método 
 

37 
 

 

 

 

9.6.- Evaluación de la expresión de EDA, K5 y pCNA. 

De los especímenes de cada grupo experimental, con la finalidad de evaluar la 

distribución celular en toda la superficie del cultivo se utilizaron dos estrategias de 

cuantificación. La primera se obtuvieron 12 cortes seriados  de 7 micras cada 200 micras., 

y el segundo cortes estrictamente seriados  de 7µm, mismos que fueron colocados por 

triplicado en portaobjetos recubiertos  con poli-L-lisina, los cuáles fueron almacenados 

hasta su utilización y procesamiento por inmunohistoquímica dirigida contra las proteínas 

K5, EDAR y pCNA. Las laminillas procesadas contra K5 y EDAR al ser antígenos 

citoplásmicos se contratiñeron con hematoxilina, mientras que en el grupo de laminillas 

proceasdas contra pCNA al ser un antigeno nucelar fueron contrateñidas con eosina o 

verde luz. 

De cada laminilla histológica se fotografiaron 10 campos a un aumento de 100X y las 

imágenes fueron digitalizadas mediante el software NIS-ELEMENTS-F utilizando un 

microscopio Nikon Eclipse 80i, teniendo un total d de 300 imágenes digitales. A cada una 

de ellas se les analizó la densidad óptica de la marca de inmunohistoquimica mediante el 

software de análisis Image-Pro Premier (media Cybernetics) y el análisis estadístico de 

los resultados fue realizado con el software GraphPad Prism 6, cabe señalar que se 

incluyeron en el estudio como controles positivos a cortes histológicos de piel humana 

normal para evidenciar la expresión de K5 y EDAR. 

 

Figura.22.- Imagen del microscopio Nikon Eclipse 80i y la computadora donde fueron procesados las imágenes de las 
inmunohistoquimicas.



10.- Resultados 
 

38 
 

10.1.- Construcción del equivalente cutáneo  

Para el desarrollo del equivalente cutáneo utilizado en el presente estudio, se realizaron 

cultivos tanto de queratinocitos humanos adultos como de fibroblastos, ambos obtenidos 

de biopsias de piel sana colectada de restos de procedimientos quirúrgicos, las 

poblaciones celulares se mantuvieron en cultivo durante al menos 10 días para su 

establecimiento y otro periodo en cultivo de 10 días más, necesario para su expansión y 

poder conseguir el número de células necesario para la construcción de los equivalentes. 

En la figura 23 se observa un cultivo incipiente de queratinocitos y uno ya expandido, 

donde se observa el cambio en la morfología de las células conforme al paso del tiempo. 

 

Figura 23.- del lado izquierdo se puede apreciar la morfología redonda como “pelotas” de los queratinocitos al ser 
obtenidos y puestos en cultivo. Del lado derecho al pasar los días del cultivo se puede apreciar una morfología mas 

alargada y plana,  

En cuanto a la expansión de la población de fibroblastos, estos se cultivaron durante 2 

semanas en un medio de cultivo permitiendo que las células alcanzara la formación de 

monocapas (figura 24). 

 

Figura 24.- cultivo de fibroblastos, aproximadamente a una semana y media, en donde la morfología delgada y 
alargada llega a ser característica de las células.
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Ambas poblaciones celulares fueron utilizadas para la construcción del equivalente tisular 

cutáneo, se procuro que la densidad celular empleada fuera la misma que la utilizada en 

los equivalentes cutáneos creados con fines de trasplante, con la finalidad de mantener 

las mismas condiciones, ya que en ellos la densidad a la que siembran los queratinocitos 

por unidad de área permite una fácil y adecuada formación de la lámina epidérmica en el 

tejido implantado. El número de queratinocitos suplementados con Epigro mantiene la 

densidad celular necesaria para la formación de la lámina epidérmica una vez que se ha 

implantado, esto con la finalidad de permitir que los queratinocitos con potencial de 

desarrollo folicular y glandular se distribuyan homogéneamente en el cultivo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura.25.- A y B) modelos de los equivalentes cutáneos, del lado izquierdo, equivalente que se trabaja en el 
laboratorio para injertos y del lado derecho el modelo trabajado en la placa de 24 pozos. C) equivalente tisular sin 
células. D) equivalente dérmico con fibroblastos (200x) y E) equivalente epidérmico con queratinocitos a una 
semana de cultivo. 
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10.2.- Cultivos MCF7: 

Los cultivos de la línea célular  de cáncer de mama se obtuvieron relativamente rápido a 

comparación de los queratinocitos y los fibroblastos, cuando llegaron a la confluencia del 

80% de la caja estas, fueron estimuladas con estradiol a una concentración de 1x10^-

7Mol. Para incentivar la producción de la proteína Wnt10b, la cual fue evidenciada 

mediante una prueba de ELISA. Previo a esto se utilizó la prueba de Bradford con la 

finalidad de conocer la densidad proteica existente la cual correspondió a 

.0001234977gramos/ml (123.4977µg/ml) como se puede mostrar en la siguiente gráfica: 

 

Figura 26.- Grafica en donde se muestra la curva de concentraciones de la albumina utilizada para saber la 
concentración proteica de los sobrenadantes MCF7. 

 Debido a que la prueba de ELISA es un método para evidenciar la presencia de 

antígenos en este caso Wnt10b, apcam recomienda utilizar la cantidad entre 2 µg/Ml y 20 

µg/ml de la densidad proteica 

 

Figura.27.- Grafica que muestra la presencia de Wnt10b en los sobrenadantes MCF7. 
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10.3.- Estimulación proteica 

Las digitalizaciones (figura.28) proporcionaron un entorno visual a las distintas respuestas 

de los estímulos proteicos suplementados  resaltando el tratamiento experimental que 

contiene (4) Medio basal+Sobrenadante MCF7 10% que propicia un incremento de 

queratinocitos K5+ (con una marca color café) en relación a los otros tratamientos 

experimentales y además  una diferenciación de ellos tras observar estructuras superiores 

a la distancia del andamio así como distintos rangos de intensidad de marca. Otro grupo 

muy semejante  a este modelo experimental es (5) Medio basal +EDA+Sobrenadante 

MCF7 20%, pero no muestra la misma densidad celular, el tratamiento control (1) 

presenta queratinocitos k5+ con marca más homogénea, mientras que para 

Ectodisplasina (2) se localizó solo una zona en donde se aprecia una aparente fusión de 

K5+, pero en general no muy diferente a el tratamiento 1 y 3, el tratamiento con 

Sobrenadante MCF7 20% (3) llega a presentar agrupamientos de k5+ así como 

queratinocitos distanciados entre ellos, EDAr y PCNA en todos los grupos parecieran 

tener el mismo comportamiento pero en menor expresión y proporción celular que K5+, 

sin embargo también llegaron a expresarse en fibroblastos.  

 

Figura 28.- Esquemas ejemplificativo del comportamiento de los cultivos celulares en el andamio con los diferentes 
anticuerpos y los diferentes tratamientos proteicos, en la primera fila de manera horizontal se encuentran las 
inmunohistoquimicas contra queratina 5 , en la segunda fila dispuestos de la misma manera contra el receptor EDA 
(EDAR) y por último el anticuerpo de pCNA. 
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Con objeto de observar mejor las imágenes, en las siguientes fotografías se muestra la 

detección de la queratina 5, el receptor de ectodisplasina A1 (EDAR) y la actividad 

mitótica evidenciada por pCNA. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 29.- Imágenes del tratamiento Medio basal+ectodisplasina+sobrenadante MCF710%, ejemplificando las células 
positivas a cada anticuerpo (K5, EDAR y pCNA), el aumento total de 400x. 
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10.4.- Análisis del experimento:  

Se juntaron los tratamientos del experimento y su repetición, en donde se puede apreciar 

el número total de queratinocitos positivos a cada anticuerpo (Figura.30)  y sus tendencias 

experimentales. 

 

Figura 30.- Distribución proporcional de los anticuerpos en cada uno de los tratamientos y el porcentaje 
correspondiente en relación a la detección de queratina 5 presente en cada tratamiento. 

El anticuerpo de pCNA evidencia que los queratinocitos en los cultivos estaban en 

actividad mitótica,  encontrando una mayor cantidad de céluas en el cultivo de Medio 

basal+ EDA+ Sobrenadante MCF710%, para saber si existía significancia en la actividad 

mitótica por el grado de expresión del anticuerpo en cada uno de los otros tratamientos, 

se hizo un estudio estadístico (Kruskal-Wallis)  con el programa Graphpad prism 6, con 

las Densidades Ópticas (D.O.) de cada célula. Al salir con significancia P<.0001 se realizó 

una comparación múltiple de Dunn evidenciando que el Tratamiento de Medio basal+ 

EDA+ Sobrenadante MCF720% se encontraba con una mayor actividad como se 

muestra en la siguiente gráfica: 
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Utilizando un corte histológico de piel delgada de humano, logramos obtener las 

densidades ópticas en las que se expresa la citoqueratina 5 y EDAR  (figura 31-32) del 

estrato basal al granular. Esto con el objetivo de indicarnos que tan basales o 

suprabasales llegan  ser las D.O registradas en los tratamientos proteicos y si estos se 

salen del rango de la expresión normal. 

 

Figura 31.- Fotografia a 400X de una inmunohistoquimica para detectar citoqueratina 5 en el corte de piel delgada de 
humano normal, con datos de densidades ópticas registradas desde el estrato basal hasta el estrato granular. 

 

Figura 32.- Fotografía de inmunohistoquímica para detectar  células positivas a EDAR en el corte de piel delgada de 
humano normal, con datos de densidades ópticas registradas desde el estrato basal al estrato grnular. 

Para los siguientes análisis de densidades ópticas estos datos fueron colocados en el 

grupo nombrado como: corte histológico de piel. Se compararon las densidades ópticas 

con las de los tratamientos proteicos por medio de la prueba de Kruskal Wallis (análogo a 

la ANOVA una vía en datos no paramétricos)  y si estos salían con una P significativa, 

consecuentemente se realizaba la prueba de comparación múltiple de Dunn el cuál es un 

análogo de la prueba de Tukey para datos no paramétricos. Se anexaron gráficas de 
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frecuencias de distribución, las cuales ejemplifican el número de células y sus densidades 

ópticas, y que a continuación se encuentran. 
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A) 

B) 

C) 

En la gráfica A), se puede apreciar 

el total de las células positivas a K5 

y su densidad óptica máxima en 

relación a cada uno de los 

tratamientos proteicos, así el 

tratamiento que tiene mayor 

número de células positivas es 

Medio basal+Eda+ Sobrenadante 

MCF710%. Seguido del tratamiento 

de Medio basal+ EDA y después el 

Medio basal+ sobrenadante MCF7 

20%. 

En la gráfica B), se realizó la prueba 

estadística de Kruskal Wallis-Dunn  

tomando las densidades ópticas del 

total de las células positivas a K5, y 

lo que se puede apreciar es que el 

tratamiento Medio basal+ Eda+ 

sobrenadante MCF710%, pese a 

que en la grafica anterior muestra 

mayor número de células, la 

densidad óptica resulta ser 

significativamente negativa en 

relación a los demás tratamientos, 

pero muy semejante al corte 

histológico. 

En la gráfica C), se muestra una 

representación gráfica en relación a 

la frecuencia de distribución de las 

células positivas a K5 y sus 

densidades ópticas de todos los 

tratamientos, así se puede apreciar 

que el color morado, 

correspondiente a el tratamiento 

Medio basal+ EDA+ Sobrenadante 

MCF710% que mantuvo el mayor 

número de células. 

****P<.0001, 

α.05 
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En la grafica D), se puede apreciar 

el total de las células positivas al 

receptor de ectodisplasina (EDAR) y 

su densidad óptica máxima en 

relación a cada uno de los 

tratamientos proteicos, así el 

tratamiento que tiene mayor 

número de células positivas es 

Medio basal+Eda+ Sobrenadante 

MCF710%. Seguido del tratamiento 

de Medio basal+sobrenadante 

MCF720% y después el Medio 

basal+ EDA. 

En la Gráfica E), se realizó la prueba 

estadística de Kruskal Wallis-Dunn 

tomando las densidades ópticas del 

total de las células positivas a 

EDAR, y lo que se puede apreciar es 

que el tratamiento Medio basal+  

sobrenadante MCF720%, es 

estadísticamente más diferente en 

relación a los demás tratamientos, 

incluso con el corte histológico. 

En la gráfica F), se muestra una 

representación gráfica en relación a 

la frecuencia de distribución de las 

células positivas a EDAR y las 

densidades ópticas de todos los 

tratamientos, así se puede apreciar 

que el color morado, 

correspondiente a el tratamiento 

Medio basal+EDA+ Sobrenadante 

MCF710% es quien mantiene 

mayor número de células en todas 

las densidades ópticas registradas. 

D) 

F) 

E) 

****P<.0001, α.05 
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Rangos de queratinocitos basales. 

Gracias al corte histológico de humano sabemos que las D.O. de los queratinocitos 

basales es mayor a 0.736 lúmenes, al retirar las densidades ópticas que no pertenecían a 

estos rangos se obtuvo lo siguiente:  
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En la gráfica G, se puede apreciar que 

graficando la frecuencia de 

distribución acumulada para células 

K5 en rangos basales, el tratamiento 

Medio basal + EDA+ sobrenadante 

MCF710%  sigue siendo el tratamiento 

que presenta más células positivas, 

mientras que los tratamientos Medio 

basal+EDA y Medio basal+ 

sobrenadante MCF7 20% se 

comportan muy similarmente. 

En la gráfica H, se puede apreciar que 

no existe diferencia significativa entre 

los grupos experimentales a las células 

positivas a K5, sin embargo con el 

corte histológico los primeros tres 

tratamientos son significativos. Con el 

valor de P de .0276. 

En la gráfica I), se graficó la frecuencia 

de distribución para células positivas a 

EDAR, donde puede apreciarse en 

cada densidad óptica registrada el 

tratamiento proteico con mayor y 

menor densidad celular. 

 
I) 

H) 

G) 
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Rangos de queratinocitos basales. 

Las D.O. de los queratinocitos basales  para EDAR  son mayor a 0.389 lúmenes, de 

acuerdo al corte histológico. Al retirar las densidades ópticas que no pertenecían a estos 

rangos se obtuvo lo siguiente:  
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J) En la gráfica J), puede apreciarse que 

aun retirando de los las densidades 

ópticas más bajas de EDAR, estas 

tienden a ser muchas células 

positivas, así se puede apreciar que el 

tratamiento con mayor porcentaje 

celular de EDAR es Medio basal+ 

EDA+ sobrenadante MCF7 10%, 

también puede apreciarse que el 

Medio basal + EDA y el Medio basal + 

sobrenadante MCF720% se 

comportan muy similarmente entre 

si. 

La gráfica K), muestra el análisis de 

kruskal wallis-Dunn, donde se 

tomaron las densidades ópticas de 

todas las células positivas al 

anticuerpo, la P tiene un valor de 

.0005 en relación al corte histológico 

de piel, mostrando significancias en 

los grupos donde se contiene el 

sobrenadante MCF7 al 10 y al 20%. 

La frecuencia de distribución para las 

células EDAR en la grafica L), se 

aprecia que en cada densidad óptica 

registrada, el tratamiento Medio 

basal+ Eda+ sobrenadante MCF7 10% 

tiene una proporción celular mayor a 

comparación de los demás 

tratamientos.  
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Es importante mencionar la relevancia que tiene este tipo de investigaciones para la 

medicina moderna, la I.T. se ha enriquecido a partir de distintas ciencias: biológicas, 

físicas y químicas; permitiéndonos hablar hoy en día de la generación y reparación de 

tejidos y órganos biológicos, como  bien lo menciona Falke en el año 2001 “Hasta hace 

poco tiempo el trasplante de órganos era un concepto futurista el cual ha ido 

desarrollándose y ha traído nuevos cambios en el conocimiento de la trasplantología. No 

obstante,  han surgido nuevos problemas que requieren soluciones novedosas”. En este 

contexto, la I.T. juega y jugará un papel muy importante en los siguientes años de 

desarrollo científico para la medicina, y no quedándonos atrás, esta investigación sigue 

aportando a la ingeniería de tejidos de piel, las bases para la generación de anexos 

cutáneos en sustitutos artificiales a partir de células adultas. 

El andamio de fibrina resultó ser muy eficaz para el mantenimiento de los cultivos 

celulares, tanto de fibroblastos como de queratinocitos, en condiciones en donde no se les 

suplementó ningún tratamiento proteico se puede ver un crecimiento adecuado de las dos 

poblaciones celulares a una semana de mantenerlos. Posiblemente pueda mejorarse la 

consistencia del andamio modificando las concentraciones de calcio o procurando que los 

andamios contengan más fibrinógenos para darle una mayor rigidez, y al ser trabajados 

por la inclusión de parafina, estos no corran el riesgo de modificar su estructura. En el 

presente trabajo, nosotros empleamos unas esponjas dentro de los casettes antes de 

enviarlos al procesamiento histológico, y de esta manera disminuimos el riesgo de que se 

plegara el andamio. 

Como mencionamos anteriormente utilizamos dos estrategias para la obtención de los 

cortes histológicos, 1) seriados a intervalos y 2) seriados estrictos,  la primera estrategia, 

aunque nos permitió tener una visión panorámica de todo el cultivo, tuvo la desventaja de 

que sólo se contara con el corte antes del intervalo, lo que nos ofreció una visión 

incompleta ya que entre un intervalo y otro se puede sesgar la cuantificación positiva para 

las células a todos los marcadores, mientras que la segunda estrategia, aun cuando no 

tuvimos una visión panorámica, nos permite evaluar mejor, o con mayor fidelidad la 

presencia de células dobles o triples positivas.  

Las células MCF7 con el estimulo de estradiol 1x10^-7M produjeron la proteína Wnt10b 

evidenciada por la prueba ELISA cuando la prueba de Bradford indicó que hay una 

densidad aproximada de 123.4977 µgramos/ml, sin embargo no puede asegurarse que 

sea la única proteína secretada por este tipo de células, algunas otras expresiones de 

genes  cercanamente asociadas a la proliferación celular que se reportan al inducir la 

estimulación de estradiol en el medio de cultivo de las células MCF7 son: factor de 

crecimiento transformante α, factor de crecimiento similar a la insulina I y II, factor de 

crecimiento de fibroblastos y factor de crecimiento epidérmico (receptor). (DePasquale et 

al. 1994) situación que se abordara más adelante. 
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La investigación se fundamentó a partir de los diversos estudios que se han realizado  

sobre la proteína ectodisplasina A1 y las señalizaciones implicadas durante el desarrollo 

embrionario. Como ya lo hablamos durante la introducción, las señalizaciones de la 

proteína ectodisplasina A1 juegan un importante papel en el desarrollo embrionario, 

principalmente en el desarrollo de estructuras ectodérmicas, como los son dientes, 

glándulas y folículos pilosos, Así, el estudio aborda preferentemente el desarrollo folicular, 

pero en un futuro este conocimiento se puede aplicar al desarrollo de glándulas 

sudoríparas para los equivalentes cutáneos. Pese a que no evaluamos ninguna ruta de 

señalización, se discuten brevemente los siguientes puntos: 

 EDA/NF-KB 

 WNT10b/ B-catenina 

 Activina A 

En la presente investigación nuestros resultados indican que la  frecuencia y distribución 

acumulada de células positivas a queratina 5 y EDAR se ve afectada por la presencia de 

las proteínas Ectodisplasina A1 y el sobrenadante MCF7, ya sea de manera individual o 

de manera sinérgica, por lo que las proteínas tienen un efecto directamente implicado en 

la proliferación celular. Así coincidimos con lo observado por Laurikkala y cols., 2002, 

donde demuestra que las señalizaciones que se dan en la embriogénesis están 

involucradas también en células adultas, modulando así la regeneración y proliferación. 

Por otro lado se sabe que la estimulación de la ectodisplasina A1 es muy específica y que 

esta proteína se acoplará a su receptor EDAR llevando a la transcripción del factor 

Nuclear capa Kβ el cual es estrictamente dependiente de EDA A1 (Pispa et al. 2008) así 

como la expresión de msx1, msx2, SHH, P50, P52, CCn2/CTGF entre muchos más 

mencionados en la introducción modularan la proliferación y diferenciación de los 

queratinocitos. 

Se sabe que señalizaciones Wnt/βcatenina están implicadas en el desarrollo y generación 

de glándulas salivales (Hai et al. 2010) y que a su vez en ratones con mutación en el gen 

EDA (TAbby) llegan a rescatar placodas primarias de los folículos pilosos (Närhi et al. 

2008), aunado a esto  las señallizaciones Wnt/βCatenina y EDA parcialmente transcriben 

los mismos genes (Fliniaux et al. 2008; Zhang et al. 2009) como es el caso de Sonic 

Hedgehog (Cui et al., 2006) el cual esta implicado en el rescate del fenotipo glandular y 

folicular en ratones con mutación en EDAR (Downless)(Wells et al. 2010); así estas 

investigaciones coinciden con lo que nosotros logramos visualizar en los tratamientos 

proteicos. Medio basal+ Ectodisplasina y Medio basal+ sobrenadante MCF720%, son  

tratamientos que inducen una mayor frecuencia de distribución de células positivas a los 

anticuerpos para detectar queratina 5 y al receptor de ectodisplasina (EDAR) en relación 

al grupo control de medio basal (Epigro+ Activina).  Además, las señalizaciones por 

ligandos WNT y βCatenina han sido catalogadas como altos reguladores de EDAR 

(Zhang et al. 2009), por lo que podría sugerir  el aumento en la expresión de EDAR en 

nuestros resultados (graficas D y E) por MCF720% están siendo influenciados por un 
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ligando Wnt, recordando la detección del ligando WNT10b. Así el sobrenadante MCF7 

sería el mejor inductor para la transcripción de EDAR. Por otro lado, recordemos que en 

este experimento la primera señalización que se dio por las proteínas a los cultivos fue la 

de activina A, 55 horas después se estimulo con el sobrenadante de MCF7 (donde está la 

proteína Wnt10b) y pasadas otras 55 horas  las células fueron estimuladas con la proteína 

ectodisplasina A1. La investigación realizada por Vázquez Torres, 2011, indicó que la 

función de la proteína Activina A en queratinocitos está asociada a la proliferación de 

queratinocitos EDAR positivos y Zhang, 2009, cataloga a la familia Wnt como altos 

reguladores de EDAR por señalizaciones Wnt/βcatenina y con esto podría inferir que al 

dar estas señalizaciones primeramente y  seguidamente al administrar la proteína EDA de 

manera exógena se vería maximizado las respuestas celulares de los queratinocitos, en 

esta investigación encontramos que el mejor tratamiento de células positivas a queratina 5 

y EDAR es Medio basal + Ectodisplasina + sobrenadante MCF710%, el cual logra ser 

significativo en relación al control. En relación al tratamiento Medio basal+ Ectodisplasina+ 

Sobrenadante MCF7 20% al realizar la prueba de kruskal-wallis y seguidamente la prueba 

de Dunn para el anticuerpo de pCNA sugiere que se encontraba en una mayor actividad 

mitótica, por lo que creería siendo el tratamiento con mayor suplementación proteica que 

las células siendo de una naturaleza “normal” posiblemente bajaron su actividad al 

detectar en el medio concentraciones que posiblemente saturaran sus receptores, y a la 

vez al paso del tiempo las proteínas se empezaron a degradar y ese fue el momento en 

donde se restablecieron para continuar su actividad celular incluyendo la mitosis. 

Por último, en relación a la proteína Actvina la cual se encuentra en el medio basal, 

Banberger en el año 2005, reportó que esta proteína está implicada en la síntesis de 

citoqueratina 14, y por lo tanto sabemos que está asociada a la citoqueratina 5, 

posiblemente al no haber diferencias significativas entre los tratamientos experimentales, 

podríamos decir que es la única proteína implicada en la transcripción de la K5, por otro 

lado al encontrar diferencias significativas de los tratamientos Medio Basal+ Activina A, 

MB+EDA y MB+Sobrenadante MCF7 Vs el corte histológico de humano, indicaría que al 

estar de manera sinérgica, las señalizaciones se complementan para dar alguna otra 

señalización que afecta o está implicada en la diferenciación celular ya que los 

tratamientos MB+EDA+Sobrenadante MCF710% y MB+EDA+Sobrenadante MCF720% 

bajan su expresión proteica.  

Teóricamente, al tener una proliferación de células basales de queratinocitos k5+ y 

aunado a esto que sean EDAR+ nos daría paso a que en investigaciones futuras, este 

tipo de células llegasen a congregarse y dar formación a las placodas que darán paso a la 

formación de folículos pilosos y glándulas sudoríparas de manera in vitro dando así una 

mejor calidad de vida para los pacientes que requieran este tipo de tratamientos. 
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 Se logró caracterizar adecuadamente el método de obtención de células para los 

cultivos primarios  

 La Activina A es la única proteína, de las evaluadas, que estimula la síntesis de 

citoqueratina 5. 

 El sobrenadante de las células MCF7, donde se expresó la proteína  Wnt10b, está 

asociado a la estimulación de expresión de EDAR. 

 La proteína EDA A1 y el sobrenadante de las células MCF7, de manera individual 

o sinérgicamente están asociadas a la proliferación de queratinocitos K5 y EDAR 

positivos. 

 La conjunción de las tres proteínas en concentraciones de Activina (200ng/ml)+ 

EDA A1 (50ng/ml) y el sobrenadante MCF7 (10%)  logra expresar Densidades 

ópticas tanto de citoqueratina 5 así como EDAR semejantes a las densidades 

ópticas registradas en cortes de piel delgada de humano. 
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Medio de fibroblastos: 89% DMEM,10% Suero bovino Fetal, 1% antibiótico-antimicotico 

Medio de cultivo queratinocitos: 

EpiGRO™ Human Epidermal Keratinocyte Complete Media Kit, Millipore                                      

Medio MCF7: 88% DMEM,10% suero bovino Fetal, 1% antibiótico-antimicótico, 1% AA no 

esenciales 

 Adicionar 1x10 -7  de estradiol por cada 100 ml para estimular los receptores de 

estrógeno de las células y asi una producción de WNT10B. 

Hanks 1litro: KCl .04gramos,KH2PO4 0.06 gramos, NaCl 8 gramos, NaHCO3 0.35, 

gramos, Na2HPO4 0.048 gramos * .7H2O .9gramos, H2o 10000 ml,Glucosa 1 gramo, 

Tripsina /EDTA 100ml : Tomar 10 mililitros de Hanks, colocar 90 mililitros de agua 

destilada y agregar Tripsina 0.05gramos,EDTA 0.02 gramos. 

Andamios base dérmica de fibrina (formula original): Plasma sanguíneo 10 ml, 

Cloruro de sodio 12 ml, Suspensión celular 1 ml , Acido tranexamico 200 microlitros, 

Cloruro de calcio 2 ml. 

Formula modificada: Plasma sanguíneo 17 ml, Cloruro de sodio 3.5 ml, 

Suspensión celular 1 ml, Acido tranexamico 450 microlitro, Cloruro de clacio 5 ml  

Medio de congelación celular: DMEM 80% + SFB10%+ DMSO 10%. 

 

Elaboración de dispasa 10x 5 ml: 500 microlitros de SBF, 500 microlitro de antibiótico, 

.05gramos de dispasa. 

Anticuerpos: 

Cada uno de los anticuerpos se utilize en concentracion 1:100. 

Anti Queratina 5.- Thermo Scientific, Prod#MAI-39412, Pierce Anti-keratin 5, rabbit   

monoclonal Antibody. 

Anti EDAR.- Gene Tex. EDAR antibody, GTX109388 

pCNA (c-20) SC-9857, lot#DO12 Santa Cruz Biotechnology. 
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