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La funcion activadora
de un apésito bioactivo" con carga ionica
sobre los fibroblastos humanos

¢ | a cicatrizacién de las heridas es un proceso complejo gue implica
diferentes fases que se solapan entre si, incluyendo a inflamacion,
la epitelizacion, la angiognesis y 1a sintesis y deposicion de matriz
extracelular, Los fibroblastos dérmicos tienen una tuncién esencial
en la formacién del tejido de granulacion, Migran hasta la lesidn en
respuesta a citoquinas, proliferan y sintetizan las proteinas de la
matriz extracelular, las cuales son la base del proceso de reparacion
futuro. Los cligoelementos tales como el zinc y el manganeso son
necesarios para muchas funciones celulares vy, por consiguiente,
pueden potencialmente estimular los procesos de reparacion de las
heridas. En el presente estudio hemos investigado el efecto de un
apbsito que contiene zing, calcio y manganeso {Trionic®) sobre la
proliteracion, el crecimiento, la sintesis de colageno |y Il y 1a migra-
cién de los fibroblastos, Los resultados obtenidos indican que los
oligoelementos solubles presentes en Trionic® actdan estimulandao
|z prolferacian, el creamiento, la biosintesis de colageno y la migra-
cion de los fibroblastos: Dada la participacion crudial gue estas fun-
ciones celulares tienen sobre el comportamiento de los fibroblastos
durante el procese de formacién del tejido de granulacién, condui-
mos que los iones Ca™*, Zn* y Mn** contenides en Trionic™ pueden
proporcionar potenciales beneficios en el tratamiento de las heridas
cronicas y durante la fase reparativa del proceso de ccatnzacion.
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Cicatrizacion; proliferacion celular; migracion celular; coldgeno,
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The activating function of bioactive dressing with ionic
charge on human fibroblasts

= The healing of wounds is a complex process that involves different
overlapping phases, including inflammation, epithelization, angio-
genesis and the synthesis and deposition of extracellular matrix,
Dermic fibroblasts play an essential role in the farmation of granu-
lated tissue. Dermic fibroblast migrate to the lesion in response to
cytokines, proliferating and synthesising proteins of the extracellu-
lar matrix, wihich are the basis of future repair processes. Oligoele-
ments such as zinc and manganese are necessary for many cells
functions and, thus, can potentially stimulate the repair processes
of wounds, In this study, we sought out to determine the effect of
a dressing containing zinc, calcium and manganese (Trionic®) on
the profiferation, growth, collagen | and I synthesis and the migra-
tion of fibroblasts, The results obtamned indicate that soluble oligoe-
lements that are present in Trionic™ act by stimulating proliferation,
growth, collagen biosynthesis and the migration of fibroblasts.
Given the key participation that these cell functions have on the
behaviour of fibrobiasts during the process of granulated tissue, we
conclude that jons Ca™*, Zn®* and Mn®" contained in Trionic® can
provide potential benefits for the management of chromic wounds
and during the reparative phase of the healing process.

Key words:
Healing process; cell proliferation; cell migration; collagen; ions;
zing; manganese; calcium; Trionic®.
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el crecimiento,
la biosintesis
de colageno,

la migracion y
la adhesion

de fibroblastos

humanos”

Introduccion

El praceso de cicatriza-
cién es un proceso
complejo v dinamico

. - i i-
“Trionic” actiia queinyelucra lipar
cipacion coordinada de

. distintos tipos celulares
estimulando y factores de creci-
3 miento que participan

la proliferacion, en las tres distintas fa-

ses del mismo: la fase
inflamatoria, la regene-
rativa (granulacion y
epitelizacion) y la de
maduracién. En esta 1l-
tima los fendmenos ce-
lulares principales son
la produccian de nuevo
tejido conjuntivo for-
mado por los fibrablas-
tos principalmente, y la
proliferacion y migra-
cion de los queratinoci-
tos que conduce a la
reepitelializacidn de la
herida. La interaccian
entre miltiples citoci-
nas como la interleuci-
na 1/ (IL-1p), las célu-
las y la matriz extracelular es basica para la inicia-
cion, progresion y resolucion de las heridas.

Tan pronto comao los fibroblastos sintetizan las fibras
de coligeno de la nueva matriz extracelular, su activi-
dad mitdtica se reduce, al igual que la densidad celu-
lar v la vascularizacion del tejido. Tanto la deposician
de coligeno como la orientacion de los fibroblastos es
determinada por la fibronectina, la cual constituye la
mas importante proteina de la matriz extracelular en
esta fase del proceso (Greiling et al.; 1997}, La reepi-
telizacian fisiolgica es iniciada por varios estimulos:
factores de crecimiento, la ausencia de células veci-
nas en los margenes de la herida, lo que dispara tanto
la proliferacion como la migracion de las células epi-
dérmicas; la pérdida de contacto de las células epi-
dérmicas con la membrana basal y el establecimiento
de nuevas interacciones entre las células con los com-
ponentes de la matriz dérmica; la produccion y libera-
cion de colagenasa o MMPT por las células epidérmi-
cas y la activacion de plasmina por el plasmindgeno,
la cual a su vez activa la colagenasa y otras metalo-
proteinasas (Parks; 1996).

Trionic” es un apasito distribuido por Jonhson &
Jonhson que ha sido disefiado para liberar de modo
fisiolégico estos iones durante el proceso de cicatri-
zacion de las heridas. Los iones zinc y manganeso
tienen un papel fundamental en el proceso de cica-
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trizacian, dada su accidén universal como co-facto-
res de muchos de los enzimas implicados en el me-
tabolismo y la homeostasis celular. En este sentido
se ha descrito (véase Andrews and Gallagher-Allred
C; 1999 y Ravanti and Kahari; 2000, para revisiones
recientes y Trionic™-Technical File,) que el zinc y el
manganeso: activan la proliferacian y migracion de
fibroblastos; la sintesis de coldgeno; la prolifera-
cién y migracién de queratinocitos; la actividad
metabolica de todas las células implicadas en el
proceso de cicatrizacion; la activacion de macrafa-
gos; la adhesion de las células con la matriz extra-
celular; etc.

Dados los antecedentes anteriormente citados, el ob-
jetivo global del presente estudio fue determinar el
efecto de los iones divalentes Zn*"; Mn*' y Ca™' libe-
rados de la matriz del nuevo apasito Trionic™ distintos
pardmetros determinantes y representativos de la par-
ticipacion de los fibroblastos dérmicos humanos en el
proceso de cicatrizacion.

Materiales
y métodos

Para el presente estudio se utilizaron fibroblastos
dérmicos humanos (HDF, cultivos primarios deriva-
dos de biopsias obtenidas y procesadas de piel de
voluntarios sanos). El medio de cultivo para hacer
crecer las células fue Dulbecos-1g/L glucosa (Invi-
trogen) el cual contenia un 10% de suero bovino fe-
tal (FCS), 2ZmM L-glutamina, 100 pg /ml
estreptomicina, 100 U/ml de penicilina y 1TmM de
HEPES (Biowhitaker), Entre el cuarto v séptimo pase,
las células fueron sembradas en placas de 12, 24
6 96 pocillos (en funcidn del ensayo) (Costar 3526,
Corning INC, USA) a una densidad de 1,5 x 10" cel/
cm’.

Los componentes solubles, que estaban compuestos
por calcio, zinc v manganeso, fueron obtenidos del
medio condicionado a diferentes tiempos (segin lo
indicado en las figuras correspondientes). Para ello,
piezas del apdsito de 4 x 4 cm’ fueron incubados en
40 ml de medio de cultive que contenia 2,5% FBS a
37°C. Después del tiempo indicado, el apasito se re-
tird y el medio restante fue empleado para los experi-
mentos subsiguientes.

La tincidn cristal vicleta (CVDE) fue realizada de
acuerdo con el protocolo expuesto en Gillies et al
(1986) y fue medida en el lector de placas (ELISA)
con un filtro de longitud de onda de 590 nm. Los
andlisis de la citotoxicidad fueron efectuados usando
el reactivo de proliferacion celular Wst-1 (Boehrin-
ger Mannheim, diagndstico de Rochel, a las 24 y 72
horas después del tratamiento de los fibroblastos con
los diferentes medios condicionantes. Fste analisis es
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un andlisis colorimétrica, no radiactivo, para la
cuantificacion de la viabilidad de la célula, basada
en la transformacion de la sal tetrazolium de Wst-1 a
formazan por las deshidrogenasas mitocondriales
producida en células viables. La absorbencia de las
muestras fue medida en un lector de la placas (ELI-
SA) con un filtro de longitud de onda de 450 nm. Los
controles usados para los ensayos de citotoxicidad
eran 0,02% SDS, y medio completo que contenia
FCS al 10%, como control negativo y positivo de la
proliferacion, respectivamente,

Para determinar el efecto sobre la produccion del co-
ligeno, las células fueron tratadas primero con el
medio condicionado v después fijadas con 10 mM
DPBS/3% paraformaldehido. Entonces las células
fueron tratadas con una solucién permeabilizante
que consistia en DPBS/0, 0,5% Tween-20/0, el 1%
Triton X-100, durante10 minutos. Después de lavar y
de bloquear los sitios reactivos libres, las células fue-
ron incubadas con los anticuerpos monoclonal es
contra coligeno tipo | o coldgeno tipo 11l (sigma) a
4°C durante toda la noche. Después de ser lavadas,
las células fueran incubadas con byotinilated-1gG
(Vector laboratories), el cual reconoce los anticuer-
pos primarios monoclonales. Finalmente, las células
fueron tratadas durante 1 hora con el complejo
Streptavidin-streptavidin-Biolin-HRP-HRP v tefiidas
con el substrato HRP de OPD (sigma). La absorban-
cia fue determinada en un espectrofotémetro FLISA
ER800 a 490 nm.

La migracion de los fibroblastos fue comprobada en
un test in vitro de Wound-healing, el cual consiste en
monitorizar el tiempo que las células tardan en rees-
tablecer una herida artificial realizada sobre la mono-
capa confluente de fibroblastos v su relacion con los
componentes presentes en Trionic”. Los fibroblastos
fueron sembrados en placas revestidas con gelatina y
se extendieron durante la noche en el medio suple-
mentado con FCS. Después, una herida fue produci-
da sobre la monocapa y se le agregd nuevamente me-
dio condicionado pero sin FCS, para evitar su posible
efecto en la proliferacion celular. Se utilizé el micros-
copio de Time-lapse para seguir la migracion de los
fibroblastos en la herida. Las imagenes fueron toma-
das con una camara fotografica Hamamatsu a infer-
valos de 15 minutos. Como control se realizé una he-
rida en las mismas condiciones, pero se mantuvo el
cultivo sin medio condicionado.

Resultados
Effecto de Trionic® sobre la proliferacién
de fibroblastos

La proliferacion de los fibroblastos constituye uno de
los elementos criticos de todo el proceso de curacion
de las heridas y especialmente durante la fase regene-
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Figura 1. Efecto de Trionic™ sobre la proliferacian de los fibrobilastos me-
dida por el método WST-1. Los fibroblastos humanos fueron tratados du
rante 72 haras con medio condicionado obtenido en los tiempos indica-
dos a partir de Trionic” o bien con los controles positivos o los negativos

rativa del mismo. £l incremento del nimero de fibro-
blastos dérmicos en la zona que se produce la herida
facilitara la sintesis de la matriz extracelular, la secre-
cion de factores de crecimiento que regulan el proce-
so de neovascularizacion o angiogénesis v la forma-
cion del nuevo tejido conjuntivo que facilita la reepi-
telizacion.

Con el objetivo de determinar si Trionic® puede ser
citotoxico o estimulador de la proliferacion de los fi-
broblastos, se ha utilizado el test del WST-1, como
método indirecta de la reduccion (citotoxicidad) o el
incremento (proliferacion) en el ndmero de los fibro-
blastos. Tal como se muestra en la Figura 1, los com-
ponentes liberados durante las dos primeras horas de
tratamiento inducen un fuerte incremento del 53% en
la actividad mitocondrial medida por el método del
WST-1, sin provocar ninglin efecto citotdxico. Este re-
sultado indica que los componentes liberados por
Trionic”™ activan la proliferacién de los fibroblastos
hasta valores equivalentes a los inducidos por los
cantroles positivos. Estudios realizados en paralelo,
utilizando tincién de los fibroblastos con cristal vio-
leta, indican que los elementos presentes en Trionic™
también incrementan el crecimiento de los fibroblas-
tos hasta valores equivalentes a los encontrados para
la proliferacion.

Trionic® induce la producciéon de matriz
extracelular por los fibroblastos humanos

La matriz extracelular formada por los fibroblastos
que participan en la fase regenerativa, constituye el
elemento principal que facilita la adhesién de las cé-
lulas endoteliales en el proceso de vascularizacidon y
la base principal sobre la que se forma el nuevo teji-
do conjuntivo de la cicatriz. De todos los elementos
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Figura 2, Efecto de Trionic”™ sobre el crecimiento de los fibroblastos me-
dida por el test del cristal vialeta. Los fibroblastos humanos fueron tata-
dos durante 72 horas con medio condicionado abtenido en los tiempos
indicados a partir de Trionic® o bien con los cantrales positivos o los ne-
gativos

proteicos de la matriz extracelular, el colageno y la
fibronectina son los mas abundantes y determinantes,
dada su funcién estructural y de sefializacion sobre
los otros tipos celulares. En el tejido conjuntivo de la
dermis, los coldgenos mas abundantes son los de Tipo
| 'y Iil, los cuales se organizan en fibras. Mediante un
test de tipo ELISA, se ha determinado si los compo-
nentes presentes en Trionic® pueden modular la pro-
duccion de Colidgeno |y 11l por los fibroblastos huma-
nos tratados con la fraccidn soluble del apdsito. Tal y
como muestra la Figura 3, los componentes liberados
durante 24 horas por Trionic® inducen un fuerte in-
cremento, tanto en la produccion de colageno | co-
mo de coldgeno Il (de 3 a 4 veces por encima del
control}. El incremento estd incluso por encima del
inducido por el control positivo. Estos resultados su-
gieren que los oligoelementos contenidos en Trionic”
son potentes estimuladares de la produccion de ma-
triz extracelular.

Trionic® estimula la migracion
de los fibroblastos

Durante el proceso de cicatrizacion de las heridas,
ademads de una elevada proliferacion celular de los fi-
broblastos se produce una intensa actividad migrato-
ria de estas células, con el objetivo de ocupar las zo-
nas del tejido donde se iniciard la fase regenerativa.
Esta actividad migratoria esta directamente relaciona-
da con la sintesis y orientacion de la matriz extrace-
lular y con la actividad de metaloproteinasas, las cua-
les son dependientes de iones zinc.

Con el objetivo de determinar el efecto de los princi-
pios activos de Trionic” sobre el incremento de la mi-
gracion celular, el medio condicionado de Trionic™ y

Metas de Enferm sep 2005; 87): 50-54
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Figura 3. Efecto de Trionic™ sobre la sintesis de coldgenao | y I por fibro-
blastos humanos. La produccidn de colageno fue determinada mediante
un test ELISA, después de 7 dias de tratamiento con el medio condicio-
nado obtenido a partir de Trionic® en los tiempos indicados

el control obtenido a las 2 v 60 horas se incuba con
los fibroblastos confluentes en placas de 24 pocillos,
en los cuales se habra realizado una herida artificial
en el cultivo, después de mantener durante 24 h con
un 1% de SBF. A varios tiempos después de la aplica-
cion del producto (0, 12, 24, 36 v 48 h) se analizg,
por medio de contraste de fases y de un sistema de
analisis de imagen, la cinética de recubrimiento de la
herida artificial. Para ello, se toman imagenes de una
misma zona concreta de la herida a los tiempos indi-
cados. Los resultados obtenidos (Figura 4) indican
que el tratamiento de los fibroblastos con los elemen-
tos solubles de Trionic™ induce una capacidad de mi-
gracion mayor que las células control. La longitud de
las flechas en la Figura 4 refleja la anchura de la heri-
da artificial no cubierta por las células. Lstos resulta-
dos demuestran que Trionic™ estimula la migracion de
los fibroblastos.

Discusion

Los resultados obtenidos en el presente estudio indi-
can que Trionic” estimula el crecimiento y diferencia-
cion celular. £l calcio actia como segundo mensaje-
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Figura 4. Efecto de Trionic” sobre la migracidn de los fibroblastos, Con
el objetivo de determinar la capacidad de estimulacién de la migracion
celular, se realizd una herida artificial sobre una manocapa de fibro-
blastos v las células fueron tratadas o no con el medic condicionado ob-
lenido a pantir de Trionic”. Los cultivos se mantuvieron a 37%C en el mi-
croscopio durante 48 horas v la imdgenes se tomaron cada 5 minutos.
La figura muestra las imdgenes tomadas a 0, 12, 24, 36 v 48 horas de
tratamiento con el medio condicionado, Las flechas indican la amplitud
de la herida a los diferentes tiempos de tratamiento

ro universal v muchas de las funciones celulares son
maoduladas por la concentracion de calcio intra y ex-
tracelular. El zinc es un cofactor esencial en una gran
variedad de procesos celulares, incluida la sintesis de
DNA, el compaortamiento, la reproduccion, la forma-
cion de los huesos, el crecimiento y la cicatrizacion
{Barceloux; 1999). El zinc es requerido por muchos
enzimas para funcionar, al igual que por bastantes
factores de transcripcion. Muchos de estos enzimas y
factores de transcripcion participan activamente en el
proceso de curacién de heridas (Borkakoti; 1998, An-
drews M and Gallagher-Allred, 1999, Ravanti and Ka-
hari, 2000}. Actualmente, es bien conocido que la
deficiencia en zinc desemboca en una mala curacion
de las heridas, asi como de otros sintomas (Scholl
and Langkamp-Henken; 2001). Es por ello que el

zinc ha sido utilizado durante anos en el tratamiento
cronico de heridas (Ayello et al.; 1999, Wilkinson
and Hawke; 1999). Por otro lado, el manganeso es,
aparle de otras cosas, un cofactor especifico para dos
enzimas que son criticos en la curacion de heridas: la
prolidasa, necesaria en el proceso de maduracion del
coligeno y la superoxid-dismutasa, la cual protege a
las células de los radicales libres (Robinson: 1998,
Tenaud et al.; 1999, Macmillan-Crow and Cruthirds;
2001).

Hasta el momento, muy pocos estudios han aportado
informacion respecto a la combinacidén de estos tres
oligoelementos. Mediante este ensayo in vitro, hemos
estudiado como estos tres oligoelementos presentes
en Trionic™ afeclan a varios parametros en los fibro-
blastos humanos que deben ser estimulados durante
el proceso de cictarizacion. Los resultados indican
que Trionic” actia estimulando la proliferacion, el
crecimiento, la biosintesis de colageno, la migracion
v la adhesidn de los fibroblastos humanos. Al actuar
sobre estas funciones claves en el comportamiento de
los fibroblastos, concluimos que Trionic® tiene bene-
ficios potenciales en el tratamiento de heridas croni-
cas en la fase de reparacion del tejido.
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