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Abreviaturas
AA: acido araquidénico
ADN: &cido desoxirribonucleico
ARN: &cido ribonucleico
ARNm: ARN mensajero
a-SMA: actina a del musculo liso (a-smooth muscle actin)
BSA: albumina de suero bovino
BT: braquiterapia
CHGUV: Consorcio Hospital General Universitario de Valencia
COL1: colageno
CRD: dominio de reconocimiento de carbohidratos
CRGF: factor de crecimiento de tejido conectivo profibrotico
CTGF: connective tissue growth factor
DAB: 3,3-Diaminobenzidine
DMEM: medio de Eagle modificado de Dulbecco (Dulbecco’s Modified Eagle Medium)
EA: enfermedad de Alzheimer
ECM: matriz extracelular (extracelullar matrix)
EGF-a: factor de crecimiento epidérmico a
ELISA: Enzyme-linked immunosorbent assays
EPC: células progenitoras endoteliales
ERC: enfermedad renal cronica
ES: esclerosis sistémica
ESD: esclerosis sistémica difusa
ESL: esclerosis sistémica limitada
FGF: factor de crecimiento de fibroblastos
Fn-EDA 'y Fn-EDB: fibronectinas
FPI: fibrosis pulmonar idiopatica
FSAS: fenotipo secretor asociado a la senescencia
GAL-3: galectina-3
HiF-1a: factor 1a inducible por hipoxia
H202: peroxido de hidrogeno
HOCI: hipoclorito
HRP: anticuerpo secundario de burro anti-ratén IgG-peroxidasa
ICAM-1: molécula de adherencia intercelular 1
IFN-y: interferon y
IGFBP3: factor de crecimiento similar a la insulina

IGF-I: factor de crecimiento similar a la insulina |
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IL-1, IL-8: interleucina-1, interleucina-8

KGF: factor de crecimiento de los queratinocitos

LAP: péptido asociado latente

LFA: lymphocyte function-associated antigen-1 (CD11a/CD18)
LLC: complejo grande de latencia

LTB 4: leucotrieno B4

LTBP: proteina de unién latente al TGFB

MAC-1: macrophage-1 antigen (CD11b/CD18)

MCP-1: monocyte chemoattractant protein-1

MMP: metaloproteinasas de la matriz

MPO: mieloperoxidasa

MSH: hormona estimulante de los melanocitos

NASH: esteatohepatitis no alcohdlica (Nonalcoholic steatohepatitis)
N-CAM: molécula de adhesidn celular neutra

NO: éxido nitrico

NOS: 6xido nitrico sintasa

OH: hidroxilo

PAI-1: inhibidor del activador del plasminégeno-1

PBS: solucién salina tamponada con fosfato

PCR: reaccién en cadena de la polimerasa (Polymerase chain reaction)
PDGF: factor de crecimiento derivado de las plaquetas
Q-PCR: PCR cuantitativa

ROS: reactive oxygen species

RT-PCR: reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa (reverse
transcription polymerase chain reaction)

SSc: esclerodermia sistémica

TCMH: trasplante de células madre hematopoyéticas

TEM, EMT: transicidn epitelio-mesenquimatosa

TGF-a: factor de crecimiento transformante a

TGF-B: factor de crecimiento transformante (3

TLRs: receptores tipo Toll (o Toll-like receptor)

TNF-a: factor de necrosis tumoral a

tPA: activador del plasmindgeno tisular

UPA: activador del plasminégeno uroquinasa

VEGF: factor de crecimiento endotelial vascular
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Resumen Tesis Doctoral

“Mecanismos implicados en la regulacion de la fibrosis cutanea:

Galectina-3”

Introduccion

Como mecanismo de respuesta ante cualquier injuria que altere la continuidad de la
superficie cutanea y que afecte a la dermis, se activan mecanismos de reparaciéon. En el
desarrollo de la cicatrizacion de la piel se diferencian fases: fase de coagulacion, inflamatoria,
proliferativa y de maduracién. La consecuencia ultima y normal es la formacion de una cicatriz.
Existen trastornos en los procesos de remodelacién tisular y cicatrizacion cutanea, que dan lugar
a patologias inflamatorias crénicas, fibrosis cutanea y/o cicatrices hipertroficas y queloides. El
tratamiento de este ultimo desorden fibroproliferativo de la dermis continta siendo un reto tanto
farmacoldgico como quirdrgico, pues todavia no existe un tratamiento especifico efectivo, y con

la escision quirdrgica las probabilidades de recidiva son elevadas.

En los ultimos afios, la galectina-3 (GAL-3) ha emergido como un regulador central de la
inflamacion cronica y la fibrosis tisular. GAL-3 es un miembro de la familia de lectinas de unién a
B-galactosidasa. GAL-3 esta involucrada en interacciones intercelulares y de célula a matriz y
participa en multiples procesos bioldgicos cruciales, como proliferacion celular, adhesion,
diferenciacion, angiogénesis, regulacion de apoptosis, inflamacion, defensa del huésped y
fibrosis. GAL-3 se encuentra ampliamente distribuida en toda la anatomia. Entre sus multiples
funciones, se ha descrito un papel profibrotico en numerosos 6rganos. Particularmente en la piel,
GAL-3 se expresa en los queratinocitos, glandulas sudoriparas, glandulas sebaceas asociadas
con foliculos pilosos, en la matriz extracelular de la dermis, células de Langerhans, mastocitos,
melanocitos y en fibroblastos. Por este motivo, GAL-3 se ha descrito como un mediador clave en
multiples enfermedades fibroproliferativas de la piel y es considerada un objetivo terapéutico

importante en la fisiopatologia de la fibrosis cutanea.
Metodologia

Este proyecto pretende analizar el papel de GAL-3 en la piel y en la fibrosis cutanea. En
primer lugar, se ha evaluado la expresion de GAL-3 en modelos in vitro relevantes de fibrosis
cutanea, como el cultivo de células fibroblastos dérmicos humanos normales (NHDF), el cultivo
de células de fibrocitos humanos vy el cultivo de células de piel 3D, estimulandolas con el factor

profibrético TGFB1. Posteriormente, se ha evaluado la expresion de GAL-3 en un modelo murino
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in vivo de fibrosis cutanea y en biopsias humanas de tejido sano y queloides. Se ha realizado un
estudio histolégico, inmunohistoquimico y de inmunofluorescencia de fibroblastos de muestras

de queloides, asi como analisis Western blotting y ELISA.
Resultados

Los resultados indican que la expresion de GAL-3 aumenta en modelos in vitro de
fibrosis cutanea, en cultivos de NHDF y en cultivos de fibrocitos humanos, tras la estimulacién de
TGFB1. En el modelo in vivo, modelo murino de fibrosis cutanea, tanto los genes como la
expresion de la proteina GAL-3, aumenta de forma significativa. La expresion del gen GAL-3 y
los niveles de proteina GAL-3 estan aumentadas en el tejido queloide. EI TGFB1 aumenta la
expresion de la proteina a-SMA, del colageno tipo 1 y del factor de crecimiento de tejido
conectivo en cultivos de NHDF. En modelos murinos de fibrosis cutanea, la expresion génica de
los marcadores TGFB1, a-SMA, Col-1, fibronectina y pERK1/2 esta aumentada en el grupo de
ratones tratados con hipoclorito. a-SMA y la expresion de los genes del colageno tipo-1 aumenta

también en los queloides.
Conclusion

La estimulacion mediante TGFB aumenta la expresion de GAL-3 en modelos murinos de
fibrosis cutanea, asi como en cultivos de fibrocitos humanos. EI TGFB1 aumenta la expresion de
la proteina a-SMA, del colageno tipo 1y del factor de crecimiento de tejido conectivo en cultivos
de NHDF. GAL-3 estd aumentada en el tejido queloide. TGFB1, a-SMA, Col-1, fibronectina y

pERK1/2 estdn aumentados en modelos murinos de fibrosis cutanea.
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1.
1.1.

Introduccion

La piel

La piel constituye el 6rgano mas extenso del cuerpo humano con una funcion
primordial de proteccion, termorregulacion, inmunologica y metabdlica, con una cinética
de renovacion constante. Histolégicamente, se divide en tres capas. De mas superficial a

profunda se distinguen las siguientes capas (Fig.1) (Fig. 2):

Figura 1. Estructura esquematica de la piel; epidermis, dermis, hipodermis. Creada con BioRender

Epidermis: La capa méas externa de la piel, conocida como la epidermis, esta
compuesta por un tipo de tejido epitelial llamado epitelio escamoso poliestratificado, sin
vasos ni nervios. Esta capa consta de varios tipos de células, siendo los queratinocitos
los mas abundantes, representando alrededor del 90-95% del total. Estas células
experimentan un proceso de diferenciacion conocido como queratinizacion a medida que
se desplazan desde la capa basal, la mas interna, hasta el estrato corneo, que es la
capa mas externa de la epidermis. Este proceso de diferenciacién conlleva la
transformacion de los queratinocitos en células escamosas anucleadas, llamadas
corneocitos, que conforman finalmente el estrato cérneo de la epidermis. En otras
palabras, los queratinocitos experimentan una serie de cambios en su estructura y
composicion a medida que migran hacia la superficie de la piel, lo que resulta en la
formacion de una capa protectora de células muertas y queratinizadas en la capa mas
externa de la piel. Esta capa, el estrato cérneo, es esencial para la funcion de barrera de
la piel y su proteccién contra factores externos (1). Asi pues, la epidermis se divide en 4
0 5 capas dependiendo de la zona anatomica del cuerpo:
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o Capa cornea superficial: se encuentran células muertas queratinizadas, sin
nucleo.

o Estrato granuloso: Aparecen queratinocitos con granulos de queratohialina y
cuerpos de Odland (lipidos y proteinas necesarios para la funcién barrera de la
epidermis).

o Estrato espinoso: Se encuentran células con desmosomas que bajo
microscopia electronica tienen aspecto estrellado o de espinas. En esta capa
también aparecen células de Langerhans, células dendriticas derivadas del
mesodern, que actiian como células presentadoras de antigenos.

o Capa basal: Se encuentran las células con capacidad para proliferar y
diferenciarse en queratinocitos que van madurando hasta la capa cornea.
También aparecen melanocitos (células dendriticas derivadas de la cresta
neural cuya principal funcion es la produccién de melanina a través de la
melanogénesis) y células de Merkel (células de origen neuroectodérmico que

actian como receptores tactiles que sintetizan factores activos localmente) (1).

Unién dermo-epidérmica: se trata de la zona de transicion entre epidermis y dermis,
formada por prolongaciones citoplasmaticas de  queratinocitos  basales,
hemidesmosomas, la lamina Iicida y ldmina densa de la membrana basal y tonofibrillas

de la dermis papilar (1).

Dermis: La dermis constituye una capa de tejido conectivo de notable espesor. Deriva
del mesodermo. Se encuentra situada inmediatamente debajo de la epidermis,
desempefiando un papel de suma relevancia en la estructura y funcion de la piel. Esta
capa dérmica se compone, en su mayoria, de fibras de coldgeno y elastina, proteinas
que le confieren resistencia y flexibilidad, respectivamente. La dermis es, esencialmente,
matriz extracelular y colageno, con un componente celular escaso de fibroblastos y
células inflamatorias. Esta capa si contiene vasos sanguineos, linfaticos y nervios. De
estas fibras son las de colageno las que predominan de manera destacada,
representando mas del 90% del tejido dérmico, y se componen principalmente de

colageno tipo |'y colageno tipo Il (1).
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La dermis se subdivide en dos capas distintas: la dermis papilar, la cual se encuentra
inmediatamente adyacente a la epidermis, y la dermis reticular. La dermis papilar se
caracteriza por su mayor densidad celular y esta formada por una malla fina de haces de
colageno. Por su parte, la dermis reticular, la capa mas profunda, estd compuesta por
haces de coldgeno mas gruesos dispuestos de manera paralela a la superficie cutanea.
(Fig. 3). Dentro de la dermis, podemos identificar una variedad de tipos celulares, entre
los que se incluyen los fibroblastos, responsables de la produccion de coldgeno y
elastina, los dendrocitos dérmicos, que participan en la respuesta inmunologica de la
piel, y los mastocitos, que desempefian un papel en las reacciones inflamatorias y las
respuestas alérgicas. Ademas, la dermis alberga vasos sanguineos y terminaciones
nerviosas que desempefian un papel vital en la circulacion sanguinea y la percepcion
sensorial de la piel. En su conjunto, la dermis representa un componente esencial de la
piel que brinda soporte, resistencia y funcionalidad a este drgano critico en el organismo

humano (2).

- Hipodermis: La capa mas profunda constituida por adipocitos, corpusculos sensoriales
y anejos cutaneos (foliculos pilosos y glandulas sudoriparas). Esta capa desempefia un

papel importante en la termorregulacion y el suministro de energia (1).

Conductos de gldndulas sudoriparas

Papilas dérmicas
‘\

Estrato comeo

Estrato germinativo { Epidermis

Dermis

Hipodermis

Corpusculos de Vater-Pacini Arteria

Figura 2. Capas de la piel de la palma de la mano humana, tincion hematoxilina-eosina; 18x. La epidermis
se divide en la capa cornea superficial y las capas celulares subyacentes (estrato basal, estrato espinoso y
estrato granuloso). La dermis de tejido conjuntivo esta interdigitada con la epidermis a través de sus
papilas (capa papilar); la capa reticular de la dermis, contiene en su limite con la hipodermis la mayor parte
de las glandulas y los vasos sanguineos. La hipodermis de tejido subcutaneo contiene principalmente
tejido adiposo en el cual se encuentran algunos corpusculos sensoriales. Imagen adaptada de Sobotta J.
Atlas and epitome of human histology and microscopic anatomy. Huber GC, editor. Whitefish, MT, Estados
Unidos de América: Kessinger Publishing; 2010 (3).
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Figura 3. Piel del pulpejo de un dedo de la mano, tincion Tricromica de Masson; 25 x: 1) Epidermis; 2)
Capa papilar; 3) Capa reticular; 4) Tejido adiposo; 5) Glandula sudoripara ecrina. #) Corpusculos
laminares de Vater-Pacini. —) Vasos sanguineos en la dermis. Imagen adaptada de Sobotta J. Atlas and
epitome of human histology and microscopic anatomy. Huber GC, editor. Whitefish, MT, Estados Unidos
de América: Kessinger Publishing; 2010 (3).

1.2.  Cicatrizacion normal de la piel

El proceso de cicatrizacion normal de la piel comprende una serie de respuestas
ante estimulos y sefiales derivadas del propio tejido lesionado y de un microambiente
proinflamatorio generado en la propia herida. A continuacién, se resumen dichas fases

superpuestas de las cuales se deriva la cicatrizacion de las heridas (4).

1.2.1. Fases de la cicatrizaciéon normal

1. Fase de hemostasia

Los procesos biolégicos que definen la evolucién de la cicatrizacion comienzan
con la hemostasia, primer paso para mantener el sangrado tras la lesion aguda de los
vasos sanguineos mediante la vasoconstriccién y la formacion de un coagulo de
plaquetas y fibrina. La cascada de coagulacién se activa mediante un dafio vascular que
supone la exposicion de los componentes sanguineos a los componentes

subendoteliales de la pared vascular (Fig. 4).
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Xl Xlia Via intrinseca ‘Ilaumatlsmo
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Ca*™

Activador de la trombina:
l(— (Va, Xa, Ca=, Fosfolipidas)

Protrombina ————>»  Trombina
Fibrinogeno —> Fibrina

—>
Xi Polimeros de fibrina

Figura 4. Esquema via intrinseca, extrinseca y comin de la coagulacion, para la formacién del coagulo de

fibrina.

2. Fase inflamatoria de la cicatrizacion

La inflamacién aguda supone una serie de respuestas rapidas activadas a través
de mediadores quimicos producidos en el propio tejido lesionado. Esencialmente se
producen alteraciones en la permeabilidad y calibre vascular que aumentan el flujo
sanguineo y suscitan la salida de liquido plasmatico y proteinas al espacio extravascular,
asi como la emigracion al foco de lesidn y activacion de los leucocitos, y otras células

implicadas, para la reparacion del tejido cutaneo.

En cuestion de horas tras la formacién del trombo plaquetario, se produce el
proceso de reclutamiento de los leucocitos, lo que se conoce como transmigracion de los
leucocitos o diapédesis. Un gran numero de neutrdfilos se extravasan a través de la
pared endotelial de las vénulas postcapilares hacia el sitio de la lesion. Las citocinas
proinflamatorias como la interleucina-1 (IL-1), factor de necrosis tumoral a (TNF-a),
interferon 'y (IFN-y) y las quimiocinas tales como IL-8 y MCP-1 (Monocyte
Chemoattractant Protein-1), producidas en primera instancia por el propio endotelio,
inducen la expresion de moléculas de adhesion necesarias para la unidén de las
integrinas expresadas en la superficie de los neutréfilos, como LFA (Lymphocyte
function-associated antigen-1) (CD11a/CD18) o MAC-1 (Macrophage-1 antigen)
(CD11b/CD18).
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Tras abandonar la circulacién, los leucocitos migran por los tejidos hacia el foco
de lesion a favor de gradiente quimico por quimiotaxis. Las quimiotaxinas endégenas
incluyen diversos mediadores como quimiocinas (p. €j., IL-8), componentes del sistema
del complemento (sobre todo C5a, y 3) metabolitos del &cido araquiddnico (AA), sobre
todo leucotrieno B4 (LTB 4). (Fig.5)
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Figura 5. En este esquema se representa el proceso de diapédesis de los neutréfilos a través de las
uniones interepiteliales. Se produce la union a selectinas en el rodamiento, la adhesion de integrinas con
su ligando molécula de adherencia intercelular 1 (ICAM-1), y a CD31 (PECAM-1) en la transmigracion,
atraviesan la membrana basal y migran hacia las quimiotaxinas (ligadas a los proteoglucanos) que se
originan en el lugar de la lesion. Imagen adaptada de Robbins y Cotran. Patologia estructural y
funcional.10th. ed. Elsevier Espafia;2021. (4)

Més adelante en el texto se nombrara la funcién y las células productoras de los
mediadores de la inflamacién mas relevantes. La naturaleza del infiltrado leucocitario
sufre modificaciones segun el momento de la respuesta inflamatoria, asi como el tipo de
estimulo. Durante las primeras 24 horas de la inflamacién, el neutréfilo es la célula

predominante. A las 24-48 horas, éstos seran sustituidos por monocitos/macrofagos.

Neutrofilos

Estos leucocitos juegan un papel primordial en la respuesta inflamatoria
provocada tras una lesién en la piel. Los neutrdfilos tienen una amplia variedad de
funciones, entre las cuales destacan la fagocitosis de los agentes infecciosos y la
limpieza del tejido desvitalizado. Para ello, expresan receptores que reconocen

estimulos externos y emiten sefiales activadoras:
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Receptores tipo Toll (o Toll-like receptor TLRs), glicoproteinas transmembranas las
cuales desempefian papeles esenciales en las respuestas celulares frente a
lipopolisacaridos bacterianos 0 ARN de doble cadena producido por algunos virus.
Receptores acoplados a la proteina G, que reconocen péptidos bacterianos, los
cuales contienen residuos N -formilmetionil, asi como otros receptores acoplados a la
proteina G que reconocen quimiocinas, productos de degradacion del complemento y
mediadores lipidicos, incluidos el factor activador de las plaquetas (PDGF), las
prostaglandinas y los leucotrienos.

Receptores para las opsoninas, sustancias que incluyen anticuerpos, proteinas del
complemento y lectinas cuya funcién trata de recubrir una particula, como un microbio,

para sefalarla para la fagocitosis.

El proceso de la fagocitosis es complejo e implica la integracion de muchas
sefales iniciadas por un receptor para conseguir el remodelamiento de la membrana y
cambios en el citoesqueleto. Cuando una particula se liga a los receptores de los
fagocitos, se produce su atrapamiento mediante la invaginacion de la membrana celular
y se incorpora al fagosoma intracelular, que luego se fusiona con un granulo lisosémico,
con la consiguiente liberacion de los contenidos del granulo hacia el fagolisosoma. En
respuesta a los estimulos activadores, los componentes citosolicos del complejo
enzimatico NADPH oxidasa (llamada fagocito-oxidasa), se traslocan a la membrana del
fagosoma, donde se ensamblan y dan lugar a un complejo enzimatico funcional, que
oxida la NADPH vy, durante este proceso, reduce el oxigeno a anién superoxido. Por
tanto, es dentro del lisosoma donde se producen las especies reactivas de oxigeno
(ROS, por sus siglas en inglés, reactive oxygen species). Entonces, el anidén superoxido
se convierte en peroxido de hidrégeno (H202), mediante dismutacion espontanea. Por
otra parte, los granulos azurdfilos de los neutréfilos contienen la enzima mieloperoxidasa
(MPO), que, en presencia de haluros como el cloro, convierte H202 en hipoclorito. El
sistema H20.-MPO-cloruro es el sistema bactericida méas eficiente de los neutréfilos
H.0> se convierte también a radical hidroxilo (*OH), otro potente agente destructivo. El
dxido nitrico (NO), producido a partir de la arginina por accién de la enzima o6xido nitrico

sintasa (NOS), participa también en la destruccidn de los microbios (Fig. 6).
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Secuencialmente, los neutréfilos pueden activar mas leucocitos para amplificar
la respuesta inflamatoria y modificar la funcién de los macréfagos, y, por tanto, regular la

respuesta inmunitaria innata durante la cicatrizacion de las heridas (5).
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Figura 6. En este esquema se resume el proceso de destruccion intracelular de una particula dentro de
los fagolisosomas por las enzimas lisosémicas y las especies reactivas del oxigeno y el nitrégeno. Los
productos microbicidas generados a partir del superdxido son el hipoclorito y el radical hidroxilo, y a partir
del 6xido nitrico (NO) el peroxinitrito. Imagen adaptada de Robbins y Cotran. Patologia estructural y
funcional. 10th. ed. Elsevier Espafia; 2021 (4).

Mediadores de la inflamacion

Toda la secuencia de acontecimientos que suponen la produccién de la
respuesta inflamatoria inicial, fase aguda y comun del proceso de cicatrizacién, se lleva
a cabo mediante mediadores quimicos responsables de estas reacciones.

Los mediadores se generan a partir de células o de proteinas plasmaticas, tales
como plaquetas, neutréfilos, monocitos/macréfagos y mastocitos, células del endotelio, y
fibroblastos. Los mediadores de origen celular se encuentran en granulos intracelulares

y se pueden secretar mediante exocitosis de los granulos o sintetizarse de novo (6).
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Su célula de origen y su accion se resumen en la Tabla 1. Asimismo, existen
mediadores derivados de las proteinas plasmaticas, pertenecientes a tres sistemas
interrelacionados: 1) el sistema del complemento, que actua en la inmunidad innata y
adaptativa para la defensa frente a los patdgenos bacterianos, proceso en el cual se
elaboran productos de degradacion de las proteinas del complemento, que aumentan la
permeabilidad vascular e inducen quimiotaxis y opsonizacion; 2) La bradicinina, que
aumenta la permeabilidad vascular e induce la contraccion del musculo liso, la dilatacién

de los vasos y el dolor; 3) La via intrinseca y extrinseca de la coagulacion.

Mediador Célula productora Funcion
Histamina Mastocito Vasodilatacién y aumento permeabilidad vascular
Serotonina Plagquetas y células Aumento permeabilidad vascular

neuroendocrinas

Vinculacién entre coagulacion e inflamacion

Prostaglandinas Mastocitos, Vasodilatacidn, inhibicién de la agregacion plaquetaria
macrofagos, Dolor y fiebre
células endoteliales
Tromboxano Plagquetas Agregacion plaquetaria y vasoconstriccion
(TxA 2)
Leucotrienos Leucocitos Vasoconstriccion, broncoespasmo, agregacion y adherencia al

(neutrdfilo 5-
lipooxigenasa)

endotelio
Aumento permeabilidad vascular

Lipoxina Plaquetas Inhibicién de la inflamacidn: del reclutamiento de los leucocitos,
quimiotaxis de neutrdfilos y adherencia al endotelio
Factor Plaguetas, basofilos, Agregacion plaquetaria,
activador de las mastocitos, vasoconstriccion y broncoconstriccion
plaquetas (PAF) neutrofilos,
macrofagos y las
células
endoteliales
Especies Leucocitos Fagocitosis, inactivacion de antiproteasas, lesiéon de células
reactivas del endoteliales
oxigeno Aumento de permeabilidad vascular
Oxido nitrico Neutrdfilos y Inhibicién de las respuestas inflamatorias: de la agregacion y la
(NO) macrdéfagos, células adherencia
endoteliales plaquetaria
Vasodilatacion
Citocinas IL-1, Macréfagos Induccidn de reacciones de fase aguda sistémicas
IL-6, TNF-a (7) y activados
quimiocinas
Citocinas IL-12, Macréfagos, células Inflamacién crénica
IL-17, INF-y dendriticas, linfocitos
T
Granulos Lisosomas de los Granulos especificos: lisozima, colagenasa, gelatinasa,
lisosémicos leucocitos lactoferrina, activador del plasminégeno, histaminasa y
(neutrdfilo, fosfatasa alcalina.
monocito). Granulos azuréfilos: mieloperoxidasa, lisozima, defensinas,

hidrolasas acidas y proteasas neutras (elastasa, catepsina G,
colagenasas inespecificas, proteinasa 3).

Tabla 1. Se resumen los mediadores de la inflamacion de origen celular mas importantes, su origen y

funcion.
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3. Fase proliferativa de la cicatrizacion

La fase proliferativa comienza aproximadamente desde dos dias después del
momento de la lesiéon hasta tres semanas después, solapandose con la fase
inflamatoria. El trombo de fibrina, formado durante la fase de hemostasia, es degradado
por los macréfagos y sustituido por tejido conectivo muy bien perfundido. Los
macroéfagos activados producen también citocinas que inducen al fibroblasto a producir
factores de crecimiento para la angiogénesis, influjo de fibroblastos y sintesis de la
matriz extracelular y migracion y proliferacion de los queratinocitos para la re-

epitelizacion (4).

Macrdfagos

Los macrofagos representan el tipo celular predominante en el proceso de
cicatrizacion de tres a cinco dias después de la lesion inicial. Aunque en los tejidos
dafiados se pueden encontrar macréfagos residentes, la mayoria de los macréfagos son
reclutados de la circulacion periférica. (Fig. 7) La extravasacién de los monocitos se
facilita por los mismos factores implicados en la emigraciéon de los neutrdfilos, la
interaccion entre las moléculas de adhesion e integrinas del monocito, en presencia de
factores de crecimiento, proteinas quimiotacticas y citocinas proinflamatorias. La fuente
de estos quimioatrayentes incluye los leucocitos del sitio de la herida, las plaquetas del
trombo plaquetario, queratinocitos del borde de la herida vy fibroblastos

hiperproliferativos. (4)

Médula 6sea Sangre Tejidos Microglia (SNC)
Célulg:s de Kupffer (higado) i
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Figura 7. Maduracion de los fagocitos mononucleares. Imagen adaptada de Robbins y Cotran. Patologia
estructural y funcional. 10th. ed. Elsevier Espafia;2021.(4)



Mecanismos implicados en la regulacion de la fibrosis cutdnea: Galectina-3

Una vez se encuentra en el tejido de la herida, los macréfagos cumplen
funciones de células presentadoras de antigenos y de fagocitosis de células muertas y
detritus. Asimismo, los macréfagos liberan factores de crecimiento tales como el factor
de crecimiento transformante B (TGF-B), factor de crecimiento transformante a (TGF-a),
factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) y factor de crecimiento derivado de las
plaquetas (PDGF), que promoveran la cicatrizacion, mediante la proliferacién celular,

angiogénesis, sintesis de colageno, y sintesis de la matriz extracelular (ECM) (Fig. 8).
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Figura 8. Funciones del macréfago activado en la inflamacion cronica. Los macrofagos se activan por
estimulos no inmunologicos, como las endotoxinas, o por citocinas producidas por los linfocitos T (IFN- 1)
y cumplen funciones de fagocitosis y reparacion y cicatrizacion. Imagen adaptada de Robbins y Cotran.
Patologia estructural y funcional.10th. ed. Elsevier Espafia;2021.(4)

Los macréfagos han emergido como un conductor primordial de la reparacion
cuténea eficiente. Los macréfagos pueden diferenciarse en fenotipos proinflamatorios
(M1) o antiinflamatorios reparativos (M2), segun distintos estimulos. Los macréfagos
activados por la via clasica (M1) que responden a los productos microbianos y las

citocinas de los linfocitos T como IFN-y, realizan una importante actividad microbicida,
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mientras que los macréfagos activados de forma alternativa (M2) que responden a
citocinas como IL-4 e IL-13, participan principalmente en la reparacion tisular y la
fibrosis. La poblacion de macréfagos que participan en primera instancia en la
inflamacion podria cambiar su fenotipo a uno mas antiinflamatorio y asumir el rol de
resolverla. El estado inflamatorio persistente de los macréfagos en heridas crénicas,
podria ser causado por el deterioro de la capacidad de estas células para fagocitar

células apoptoticas y la inhabilidad de virar de un fenotipo M1 a M2 (Fig. 9) (5).
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Figura 9. Subgrupos de macrdfagos activados. Distintos estimulos activan los monocitos/macréfagos para
que se conviertan en poblaciones distintas a nivel funcional. Los macréfagos activados de forma clasica
(M1) son inducidos por microbios y citocinas como IFN-y y cumplen acciones microbicidas e inflamacion
persistente. Los macrofagos activados por la via alternativa (M2) son inducidos por otras citocinas y
participan en la resolucién de la inflamacion y reparacion tisular. Imagen adaptada de Robbins y Cotran.
Patologia estructural y funcional.10th. ed. Elsevier Espafia;2021 (4).

Todo este potente sistema de inflamacion y cicatrizacion posee asimismo una
regulacion estrecha con el fin de no provocar lesiones tisulares secundarias no
deseadas. En ausencia de patologia, los mediadores inflamatorios se producen en
brotes mientras persiste el estimulo, su semivida es corta, y se degradan tras su
liberacion. La vida media de los neutréfilos en los tejidos también es corta, sufriendo
apoptosis mueren a las pocas horas de salir de la sangre. Ademas, la propia reaccion
que desarrolla la respuesta inflamatoria activa sefiales que inducen un cambio del tipo
de metabolitos del acido araquidonico elaborados, que pasan de los leucotrienos
proinflamatorios a las lipoxinas antiinflamatorias y la liberacion de citocinas
antiinflamatorias, como el factor de crecimiento transformante 8 (TGF- ) o la IL-10 (8).
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1.3.

Regulacion de la cicatrizacion

Las reacciones inflamatorias agudas pueden evolucionar segun diversas
variables, incluida la intensidad y naturaleza de la lesion, el tipo de tejido afectado y la
capacidad o incapacidad de la respuesta inflamatoria y cicatrizacion inherente al
individuo. El proceso puede llevar a la resolucion completa del foco de inflamacién y la
recuperacion de la normalidad tras la regeneracion celular del tejido, cuando la agresion
es limitada y las células parenquimatosas tienen la capacidad sustituir los tejidos
dafiados por otros nuevos que deberan cumplir la misma funcién. Por el contrario, la
progresion a inflamacion cronica se produce cuando no se consigue resolver la
respuesta aguda, bien por persistencia del agente lesivo o por alguna interferencia con
el proceso de curacion normal. Tras una destruccion tisular considerada o una lesion en
tejidos que no se pueden regenerar, como por ejemplo son las lesiones que afectan a la

dermis, se produce la cicatrizacion y sustitucion por tejido conjuntivo (fibrosis) (5).

Factores de crecimiento

Durante la cicatrizacion de las heridas de la piel, y en general para la regulacion
de la inflamacion y proliferacién de muchos tipos celulares, se producen polipéptidos
conocidos como factores de crecimiento, que actuan como ligandos que transmiten
sefiales a las células diana, estimulando la transcripcion de genes que participan y
regulan todos los procesos de reparacion tisular. (9) En la Tabla 2 se resumen los

factores de crecimiento y sus funciones mas importantes en la cicatrizacién cutanea.

Factor de crecimiento Célula productora Funcion
Factor de necrosis Macroéfagos, linfocitos T Proinflamacion: 1 Moléculas de adhesion endotelial,
tumoral otros mediadores, apoptosis, proliferacidn celular, activa
(TNF) leucocitos
Factor de crecimiento Macréfagos, plaguetas, Estimula produccion de queratinocitos y fibroblastos y
epidérmico a queratinocitos tejido de granulacion
(EGF) (Fig. 10)
Factor de crecimiento Macréfagos, linfocitos T, Estimula produccién de queratinocitos, fibroblastos y
transformante a queratinocitos y tejido de granulacion y células epiteliales
(TGF- a) muchos tejidos
Factor de crecimiento Macréfagos, plaquetas, Angiogénesis, I permeabilidad vascular, estimula
endotelial vascular queratinocitos, y células células endoteliales, vasodilatacion
(VEGF) mesangiales; células

tumorales
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Factor de crecimiento
derivado de las plaquetas
(PDGF)

Factor de crecimiento de
fibroblastos
(FGF)

Factor de crecimiento
transformante B
(TGF-B)

Factor de crecimiento de
los
Queratinocitos
(KGF)

Plaquetas, macrofagos,
células
endoteliales,
queratinocitos,
células musculares lisas
Macréfagos, mastocitos,
linfocitos T, células
endoteliales,
fibroblastos
Plaquetas, linfocitos T,
macrofagos, células
endoteliales,
queratinocitos,
células musculares lisas,
fibroblastos

Fibroblastos

Quimiotaxis y activacion neutréfilos, macréfagos,
fibroblastos. Estimula la
produccion de metaloproteinasas de la matriz (MMP),
fibronectina y acido hialurénico; estimula
la angiogénesis y la contraccidn de la herida
Quimiotaxis y mitosis para fibroblastos.
Estimula la emigracion de
Queratinocitos. Angiogénesis, contraccion de la herida 'y
depdsito de matriz
Potente agente fibrogénico, induce la producciéon de
coldgeno, fibronectina y proteoglucanos.
Quimiotaxis neutréfilos, macréfagos, linfocitos,
fibroblastos y células musculares lisas.
Estimula la sintesis de inhibidor tisular
de MMP (TIMP) e inhibe la produccién de MMP.
Estimula angiogénesis.
Inhibidor del crecimiento de la mayoria de las células
epiteliales.
Estimula la emigracidn, proliferacién y diferenciacién de
queratinocitos

Tabla 2. Factores de crecimiento y citocinas implicados en la cicatrizacion cutanea.

Figura 10. Determinacién inmunohistoquimica del receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR)
en las células nucleadas de la epidermis humana. Imagen adaptada de Sobotta J. Atlas and epitome of
human histology and microscopic anatomy. Huber GC, editor. Whitefish, MT, Estados Unidos de América:
Kessinger Publishing; 2010 (3).

Factor Transformante B (Transforming Growth Factor B, TGFf)

La superfamilia de citocinas TGFB esta compuesta por TGFfs, activinas,
inhibinas, proteinas morfogénicas éseas (BMP), la hormona anti-mdlleriana y factores de
diferenciacion y crecimiento. Los TGFBs desempefian un papel fundamental en una
variedad de procesos celulares, incluyendo la proliferacién, la transicion epitelio-
mesénquima (TEM) y la remodelacion de la matriz extracelular (MEC). Las TGFps
forman parte de los mecanismos de mantenimiento de la homeostasis de los tejidos,
estas moléculas se sobre-expresan en patologias tales como el cancer, procesos

fibréticos e inflamacion (10).
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Se encuentran tres isoformas de TGFB en seres humanos: TGFB1, TGFB2 y
TGFB3. TGFpB1 es de especial relevancia debido a su papel fundamental en el proceso
de cicatrizacion de heridas. (11) TGFB1 es la isoforma mas prevalente y se halla de
manera ubicua en todos los tejidos. De hecho, se le atribuye principalmente el desarrollo
de la fibrosis tisular.(12) Todas las isoformas de TGFB se encuentran en su forma
inactiva latente, como homodimeros unidos a una secuencia de aminoacidos
denominada péptido asociado latente (LAP). Este complejo, a su vez, se encuentra
ligado a una proteina de union latente al TGFB (LTBP), dando origen a una estructura
denominada complejo grande de latencia (LLC). El proceso de activacion de los TGFBs
implica la liberacién del LLC de la MEC, asi como la posterior protedlisis del complejo
LAP-LTBP. Los TGFPs activos, se unen y activan a los receptores serina/treonina
quinasa tipo | y Il (receptores de TGF tipo | (TBRI) y receptores TGFR tipo Il (TBRII)), lo
que conlleva la activacion de las rutas de sefalizacién: la via candnica dependiente de

SMAD y las vias independientes de SMAD o no canénicas.

La familia de proteinas SMAD se compone de tres grupos principales: los R-
SMAD (SMAD regulados por receptores), que incluyen a SMAD 1, 2, 3, 5y 8; el Co-
SMAD (SMAD mediador comun), que es el SMAD 4; y los I-SMAD (SMAD inhibitorios),
que son SMAD 6 y 7 (13). Unicamente los R-SMAD son fosforilados y activados por el
receptor TPRI. SMAD2 y SMAD3 principalmente responden a las sefiales de la
subfamilia TGFfs, mientras que SMAD1, 5y 8 lo hacen en respuesta a las sefiales de
BMP (14). En la via dependiente de SMAD, el receptor fosforila a SMAD2 y SMAD3, que
luego se trasladan al ntcleo en compafiia de SMAD4. Alli interactuan con otros factores
de transcripcion para modular la expresion génica de proteinas como a-SMA, o que a su
vez promueve la acumulacion de proteinas de la matriz extracelular como el colageno
tipo I'y 11 (15).

Ademas de las vias SMAD, existen vias no canonicas que involucran rutas de
sefializacion dependientes de proteinas quinasas activadas por mitdgenos (MAPK) (10).
Estas proteinas regulan diversos procesos celulares, como la diferenciacion, la
proliferacién, la supervivencia y la apoptosis. Una de las vias de sefializacion MAPK
activadas por TGFf es la quinasa regulada por sefiales extracelulares (ERK) (12) (Fig.
).
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Figura 11. Via canénica dependiente de SMAD y via no canénica MAPK/ERK. El factor de crecimiento
transformante 8 (TGFB) se une al receptor heterodimérico que se autofosforila y fosforila a su vez a
proteinas intracelulares tales como SAMD2 y SMAD3 o ERK1/2, lo que conlleva la activacion de rutas de
sefializacion y la transcripcion de genes relacionados con procesos celulares tales como la transcripcion
epitelio mesenquimal (TEM). Creada con BioRender.

Fibroblastos, matriz extracelular y curacion mediante formacion de cicatrices

El fibroblasto es el tipo celular caracteristico y mas abundante del tejido
conectivo, célula predominante en el sitio de la herida a los cinco dias tras una lesion
cutanea (Fig. 12). Su principal accioén protagoniza la sintesis de matriz extracelular
(ECM) (1).

La ECM esta constituida por:

- Proteinas estructurales (colageno, elastina y fibras elasticas).

- Proteinas de adherencia celular, llamadas también moléculas de adhesion celular (MAC)
(inmunoglobulinas, cadherinas, integrinas y selectinas), que se unen a otras proteinas de
la MEC, como por ejemplo a la fibronectina.

- Glucosaminoglucanos (GAG), como el acido hialurénico, y proteoglucanos.
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Figura 12. La imagen de la izquierda corresponde a microscopia optica. Se sefialan fibroblastos en la
dermis, células fusiformes o estrelladas con prolongaciones citoplasmaticas. A la derecha imagen de
microscopia electronica, donde se observan fibras de colageno cortadas transversalmente y un fibroblasto,
con su nucleo ovoide, un prominente nucléolo y por un citoplasma poco abundante con gran desarrollo de
los organulos relacionados con la sintesis de los componentes de la matriz extracelular. Megias Pacheco
M, Molist Garcia P, Pombal Diego MA. Atlas de histologia vegetal y animal [Internet]. Depto. de Biologia
Funcional y Ciencias de la Salud, Facultad de Biologia, Universidad de Vigo, Espafia. [Citado 27 de julio
de 2023]. Recuperado a partir de: https:/mmegias.webs.uvigo.es/8-tipos-celulares/fibroblasto.php (16).

Los fibroblastos, los macréfagos y las células endoteliales vasculares proliferan y
crean el famoso tejido de granulacion (Fig. 13A). Este consiste en neovasos pequefios
muy permeables, formados a partir de vasos preexistentes o de precursores endoteliales
reclutados desde la médula 6sea, embebidos en una matriz provisional de fibronectina,
colageno débil y acido hialurénico, que invaden de forma progresiva el sitio de la lesion.
Este proceso se conoce como angiogénesis 0 angiogenia, y €s muy caracteristico de la

reparacion tisular. EI VEGF es el factor de crecimiento implicado mas importante (5).

Durante la fase de fibroplastia, los macréfagos segregan quimiocinas, IL-1,
TNFa, EGF, PDGF, FGF, TGFB (el agente fibrogénico mas importante) que atraen y
activan a los fibroblastos para la sintesis y remodelacion de la ECM. Inicialmente
consiste en una red provisional de fibrina, fibronectina y débil colageno tipo Ill, pero sera
sustituida después por largas cadenas de colageno resistente tipo I, evidenciadas ya en
el tejido cicatricial (Fig. 13B). Todo este juego de remodelacién tisular implica cambios
en la composicion de la MEC, un equilibrio entre su sintesis y su degradacién, llevado a
cabo mediante la sintesis y activacion de las metaloproteinasas de la matriz (MMP) (17).


https://mmegias.webs.uvigo.es/8-tipos-celulares/fibroblasto.php
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Figura 13. A. Tejido de granulacion con vasos, edema y MEC, sin apenas colageno y algunas células
inflamatorias. B. Misma tincion tricromica de Masson pero de una cicatriz madura que muestra coldgeno
denso con ocasionales canales vasculares dispersos. Imagen adaptada de Robbins y Cotran. Patologia
estructural y funcional. 10th. ed. Elsevier Espafia;2021 (4).

Finalmente, como resultado de un proceso de regeneracion epitelial, con la
migracion direccional de queratinocitos de la capa basal sobre la matriz provisional, se

produce la restauracion de la barrera epidérmica (Fig. 14).

Figura 14. A) Fase de hemostasia tras una lesién cutanea, formacion del trombo plaquetario. B) Influjo de
neutréfilos activados en las primeras 24h, secretan citocinas para la activacion de mas leucocitos; los
fibroblastos comienzan a sintetizar matriz provisional. C) Los fibroblastos acuden entre tres y cinco dias
después, secretan componentes de la matriz y factores de crecimiento. Los queratinocitos migran desde
los bordes de la herida y anejos a la nueva matriz. Imagen adaptada de Gurtner G, Neligan P. Plastic
Surgery: Volume 1: Principles. 4a ed. Filadelfia, PA, Estados Unidos de Ameérica: Elsevier - Health
Sciences Division; 2017 (5).

Posteriormente, cesa la inflamacion y disminuye la vascularizacién, aumenta la
cantidad de coldgeno, comienza el blanqueamiento de la cicatriz, la cual queda palida y
avascular, constituida por fibroblastos fusiformes, colageno denso, fragmentos de tejido

elastico, sin apéndices dérmicos.
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1.4.

En la siguiente fase de contraccion de la herida, los fibroblastos, estimulados por
tension mecanica y otros factores de crecimiento como TGFB, FGF y PDGF, se
diferencian a miofibroblastos, que expresan a-actina de musculo liso con capacidad
contractil, y adhesiones locales para unir su citoesqueleto a la ECM. (18) Las fuerzas de
contraccién circunferenciales en los bordes de una herida abierta contribuyen al cierre
de la misma. La resistencia de la cicatriz aumentara en las siguientes cuatro semanas,

alcanzando la recuperacion del 70-80% de la fuerza tensil de la piel no lesionada (5).

Cicatrizacion patoldgica y fibrosis cutanea

La formacién de una cicatriz es considerada una respuesta fisioldgica del cuerpo
humano cuya intencién principal pretende recuperar la naturaleza perfecta del tejido
dafiado. El producto final del proceso de cicatrizacion normal es una cicatriz madura,
que se caracteriza por un deposito desorganizado de fibras de colédgeno inelastico y la
pérdida de los anejos dérmicos. Una caracteristica destacada del proceso fisiologico
normal de la reparacion de heridas es su habilidad para poner fin a la produccion
continua de colageno, alcanzando un méaximo aproximadamente a los 21 dias (19). En
esta etapa, también se produce una proliferacion de las células epiteliales para restaurar
la integridad de la barrera epidérmica (20). Posteriormente, el tejido de granulacion es
sustituido por tejido conectivo normal durante la fase de maduracion (21). Este Gltimo
proceso depende de un equilibrio preciso entre la apoptosis de las células existentes y la

generacion de nuevas células.

La cicatrizacion de la piel es un proceso muy regulado, con sefiales de “stop”.
Cuando las sefiales adecuadas estan ausentes o son inefectivas, o el estimulo persiste y
provoca una inflamacién cronica, los macréfagos y los linfocitos siguen activos y se
producen factores de crecimiento y citocinas, que aumentan la sintesis de colédgeno y
reducen su degradacion por las MMP, causando cicatrices excesivas. El término fibrosis
hace referencia al depdsito excesivo de colageno y otros componentes de la MEC en un
tejido. Los mecanismos reguladores responsables de su fisiopatologia no se conocen

todavia, aunque se acepta que las citocinas profibréticas, el TGF, y falta de apoptosis
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del fibroblasto tienen un papel relevante (13). Particularmente, el TGFp es considerado
un regulador crucial en la fibrosis y es responsable de la activacién de muchos genes
relacionados con el estrés oxidativo, implicados en vias profibréticas, asi como de la
regulacion de la proliferacion celular, diferenciacion, y produccion de ECM (22) (23). La
persistencia de la poblacién de miofibroblastos en el contexto de cicatrices hipertréficas
podria estar asociada a una inhibicion de la apoptosis. De hecho, se ha observado que
los miofibroblastos que se originan a partir de cicatrices hipertroficas responden de
manera diferente a estimulos inductores de la muerte celular programada en
comparacion con los miofibroblastos que provienen de heridas cutaneas normales. La
apoptosis programada, se podria inducir mediante la reduccion de la concentracion de
factores de crecimiento o por la remodelacion de la MEC por parte de las
metaloproteinasas, lo cual supondria una interferencia en la adhesién de los
miofibroblastos con la ECM (24).

TGFB1 parece tener un papel fundamental en la formacién de cicatrices al
reclutar células inflamatorias en las primeras fases del proceso de curacién y promover
la sintesis de componentes de la MEC y la contraccion de la herida. En el caso de los
queloides, se ha observado que hay una sobreexpresion de los receptores TBRI 'y TRRII
en comparacion con los fibroblastos normales (25). Asimismo, se ha demostrado en
estudios posteriores que la adicion exdgena de anticuerpos neutralizantes de TGF1 en
modelos de raton adultos, resulta en una menor aparicion de cicatrices y en una
disminucion de la deposicion de colageno y fibronectina (26). Se realizd un experimento
in vivo en el cual primero se generaban heridas en ratones y al tercer dia se les
administraba un inhibidor de TGFB asociado a un péptido de direccionamiento via
intravenosa que dirigia el inhibidor a los vasos sanguineos angiogénicos, donde se
extravasaba los tejidos. Los analisis histoldégicos demostraron que, al décimo dia, el
tejido de granulacion en las lesiones de los ratones que habian sido tratados con el
inhibidor de TGFp era un 50% menor con respecto al grupo control. Ademas, también se
redujo significativamente la longitud de las heridas, se redujo la expresion de a-SMA 'y el

factor de crecimiento del tejido conectivo (CTGF) (27).
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La fibrosis cutanea se presenta en diversas enfermedades, como la esclerosis
sistémica (ES) o esclerodermia, queloides, cicatrices hipertréficas y otras condiciones.
Todas estas patologias comparten una caracteristica comun: la acumulacion excesiva
de colageno y otros componentes de la matriz extracelular, resultado de la activacion de
los fibroblastos dérmicos.(28) Estos trastornos fibréticos pueden tener un impacto
significativo en calidad de vida de los pacientes y en su supervivencia, provocando

disfunciones organicas, asi como problemas psicoldgicos.

Como ejemplo, el caso de la esclerosis sistémica (ES). Se trata de una
enfermedad sistémica del tejido conectivo que afecta varios 6rganos, con un mayor
impacto en los pulmones, el corazdn, el tracto gastrointestinal, los rifiones y la piel.
Desde una perspectiva patogénica, se considera que la autoinmunidad, la vasculopatia y
la fibrosis son los principales procesos fisiopatolégicos. En las etapas avanzadas de la
ES, se produce un exceso de depésito de colageno en la dermis, con la pérdida de
estructuras anexas y tejido adiposo relacionado (29). La ES se clasifica en dos formas
clinicas principales segun la afectacién de la piel: 1) Esclerosis sistémica limitada (ESL),
que afecta la piel en la cara y extremidades distales, con una progresiéon mas lenta y un
mejor prondstico; 2)Esclerosis sistémica difusa (ESD), que se presenta en el tronco y
partes proximales de las extremidades, los cuales sufren un porcentaje mucho mayor de
complicaciones sistémicas.(30) En cuanto a las caracteristicas moleculares de esta
enfermedad, investigaciones previas han mostrado que los fibroblastos de pacientes con
ESD sobreexpresan los receptores TBRI 'y TRRII en comparacién con fibroblastos sanos,
de igual forma que en los queloides (31), lo que esta relacionado con un aumento en la
deposicion de colageno tipo | (32). También se ha observado un aumento en la
fosforilacion de SMAD2/3 en la epidermis de pacientes con ES (33). Ademas, se ha
documentado la sobreexpresion de la proteina 3 de unidn al factor de crecimiento similar
a la insulina (IGFBP3) en pacientes con ES, asi como en otras afecciones fibroticas
como la fibrosis pulmonar idiopatica (FPI). Se ha observado que la estimulacién de los
fibroblastos pulmonares con IGFBP3 conduce a un aumento en la deposicion de
fibronectina, lo que sugiere que esta proteina desempefia un papel importante en el
inicio y/o perpetuacién de la fibrosis(34). Ademas, se ha observado una mayor expresion
de calponina en las biopsias de piel de pacientes con ES, una proteina que promueve la
motilidad celular y cuya expresion esta aumentada en los miofibroblastos (35).



Mecanismos implicados en la regulacion de la fibrosis cutdnea: Galectina-3

El objetivo en el tratamiento de la fibrosis de la piel podria enfocarse en restaurar
el perfil de fibroblastos dérmicos que se encuentran anormalmente activados
produciendo ese exceso de MEC tan caracteristico. Generalmente, la activaciéon anormal
de este tipo celular es consecuencia final de los procesos fisiopatoldgicos de la
enfermedad, como la activaciéon del sistema inmunitario o la vasculopatia (36). De ahi
que los tratamientos hayan ido encaminados a la utilizacion de inmunosupresores y
antineoplasicos, como el Metrotexato, la Ciclofosfamida o el Rituximab (29) (37). Por otro
lado, se estan desarrollando estudios basados en anticuerpos anti-TGFf, que podria
convertirse en una prometedora estrategia terapéutica para el control de la ES, a través
del bloqueo de las tres isoformas de TGFB. (38) Otro enfoque terapéutico es el
trasplante de células madre hematopoyéticas (TCMH) autélogas. Recientemente, en
particular con el TCMH autblogas mieloablativo (trasplante tras administracion de
quimioterapia y/o radioterapia), se han observado beneficios a largo plazo, incluyendo

una mayor supervivencia, en pacientes con ES (39).

Por otro lado, como resultado de este desorden fibroproliferativos se forman
cicatrices hipertréficas o queloides. Histolégicamente ambas entidades son similares.

Las cicatrices patologicas se distinguen basandose en sus caracteristicas clinicas.

Las cicatrices hipertréficas se describen como cicatrices que no sobrepasan
los limites de la herida original, pero si se encuentran elevadas y engrosadas (Fig. 15). A
veces pueden ser pruriginosas y dolorosas. Eventualmente, con el paso de los afios,
estas cicatrices podrian aclararse y aplanarse por si solas. De hecho, el objetivo en el
tratamiento de las cicatrices hipertréficas es promover su capacidad espontanea de

retroceder con el tiempo (40).

Los queloides se definen como cicatrices que crecen mas alla de los limites de
la herida original (13) (Fig. 16). Esta demostrada una predisposicion genética a la
formacion de queloides, incluyendo factores étnicos y genes familiares. Es mas
frecuentes en personas de piel oscura (5-10% de africanos padecen queloides), asi
como en zonas particulares de la anatomia (térax anterior, escapula, hombro, abdomen
inferior). Se han descrito factores sistémicos que también pueden estar relacionados con
la formacidn de queloides, como el estimulo hormonal de los estrogenos en las mujeres

(motivo por el cual los queloides empeoran durante el embarazo) o la hipertension (41).
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Figura 15. Cicatriz hipertréfica en cue/lo, elevada y engrosada, pero sin sobrepasar los limites de la
herida. Imagen tomada de pacientes reales

~ s

Figura 16. Queloide en pabellén auricular (izquierda) y queloide en area preesternal (derecha), cicatrices
que crecen mas alla de los limites de la herida original. Imagen tomada de pacientes reales.

Figura 17. Los queloides se caracterizan histopatolégicamente por la acumulacion de colageno
densamente compactado (marcado con asteriscos). Algunas partes de las lesiones muestran celularidad
(fibroblastos). Tincién de Hematoxilina-Eosina en la imagen izquierda; Tincion de Tricromico de Masson en
la imagen derecha (13).
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Histolégicamente, un queloide es, en esencia, colageno (Fig. 17). Son cicatrices
relativamente acelulares. En cuanto a los componentes celulares implicados en el
proceso fibrético de los queloides, destacan (13):

- Fibroblastos. Como se ha comentado anteriormente, los fibroblastos son
mayoritariamente responsables de la deposicién de colageno y matriz extracelular,
impulsadas por factores de crecimiento fibrogénicos, como el TGF-B, el PDGF, el FGF-§3
y el factor de crecimiento similar a la insulina | (IGF-1). Se ha descrito en la literatura que
los fibroblastos y queratinocitos de los queloides responden de forma diferente a los
factores de crecimiento. Por ejemplo, el grado de expresion de los genes del colageno al
TGF-B es mayor que en los fibroblastos de cicatrices normales (42). Los fibroblastos
aislados de tejido queloidal son mas sensibles al TGF-31, PDGF e IGF-I in vitro que sus
homologos en la piel normal (43). Ademas, la densidad y las tasas de proliferacion de los
fibroblastos queloides aumentan (44). Asimismo, se ha demostrado una disminucién de
la expresion de sus genes apoptoticos.(45) La ubicacion de los fibroblastos en la piel
también contribuye al grado de fibrosis: los profundos aislados muestran expresiones
elevadas de COL1A1, TGF-B1, periostina, PAI-2 e inhibina beta A en comparacion con
sus homdlogos superficiales y normales (46).

- Miofibroblastos. Aunque previamente se habia conceptuado la ausencia de formas
diferenciadas de fibroblasto, la literatura reciente sugiere la presencia de marcadores
celulares caracteristicos de miofibroblastos activados, como la transgelina, la
citoglobina/STAP y la prolin 4-hidroxilasa B, (47) que estan implicados en el tejido
queloidal, asi como la presencia de miofibroblastos positivos para la actina a del
musculo liso (aSMA). (48)

- Queratinocitos. Se ha implicado la interferencia epitelial-mesenquimatosa entre los
queratinocitos y los fibroblastos dérmicos (49). Mediados por la secreciéon de varios
factores de crecimiento, el factor 1a inducible por hipoxia (HiF-1a) y la liberacion de IL-1,
los queratinocitos aislados de tejido queloide inducen un comportamiento similar al
queloide en fibroblastos normales (50). También se ha demostrado que los
queratinocitos contribuyen a la disminucién de la tasa de apoptosis de los fibroblastos a
través de la sefializacion paracrina(51).

- Melanocitos. Su papel en la formacién de queloides se ha visto reforzado al observarse
una mayor aparicion de queloides en personas de piel oscura. En condiciones
homeostaticas, los melanocitos no proliferan ni expresan citocinas autocrinas, pero,

durante la cicatrizacion, se activa la proliferacion de melanocitos y la produccion de
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melanina como resultado de la propia inflamacion (52). También se ha demostrado que
los fibroblastos cocultivados con melanocitos tienen una mayor expresién de colageno
tipo | y TGF-B, mientras que los efectos supresores de la hormona estimulante de los
melanocitos a (aMSH) sobre la produccién de colageno parecen estar desregulados en

los queloides en comparacidn con los controles (53).
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Figura 18. Vias de sefializacién de células fibroticas en queloides. Los fibroblastos son el tipo de célula
central en el proceso de eventos profibroticos que conducen a una acumulacion excesiva de colageno en
la ECM, asi como mas produccion de citocinas, proliferacion y diferenciacion a miofibroblastos. En la
imagen se representan las interacciones clave entre células, incluyendo al leucocito con que perpetua la
inflamacién (13).

Respecto a lo que se refiere a mediadores involucrados en la patogénesis de los
queloides, se ha demostrado que el TGF-f actia como un modulador principal de la
fibrosis (Fig. 18), estimulando la proliferacion de fibroblastos, la sintesis de colageno y la
inhibicién de la actividad degradante de las metaloproteinasas de matriz (MMP) (54)
(55). TGF-B también estimula indirectamente la acumulacién de ECM a través de la
regulacion positiva del PDGF, el cual, durante las ultimas etapas de la cicatrizacion de
heridas, acelera la formacion de tejido de granulaciéon y estimula la produccion de
colageno. VEGF promueve la angiogénesis, actuando de forma especifica en las células
endoteliales. Se ha observado que las células progenitoras endoteliales (EPC)
proangiogenicas circulantes estan presentes en un mayor grado en pacientes con

queloides (56).
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Se ha visto que, la sefializacién persistente de la via canénica de TGFB1
promueve, ademas de la proliferacion de fibroblastos, la produccion excesiva de
fibronectina, lo que da lugar a una cicatrizacién hipertréfica. La sobreexpresion de esta
proteina también ha quedado probada en tejido queloide (57) (58). De la misma manera,
ha quedado demostrado que la expresion génica de Col tipo 1 estd aumentada tanto en
queloides como en el tejido hipertrofico, sin embargo, la proporcién de Col tipo I/l solo
se ve aumentada en el caso del tejido queloide en comparacion con la piel sana (59).
Por el contrario, la proporcion de Col tipo lll/I esta aumentada en heridas hipertréficas

versus no hipertroficas (60).

En los queloides, se ha observado que las concentraciones de IL-6, factor de
necrosis tumoral-a e INF-8 aumentan, todo lo cual promueve la migracion y proliferacion
celular y sefiala una respuesta inflamatoria. Por el contrario, las concentraciones
circulantes de INF-a, INF-y y TNF-, moléculas que regulan negativamente la sintesis de
colageno y la proliferacién de fibroblastos, se reducen, lo que conduce al depésito y

acumulacion descontrolado de colageno (61).

Durante la ultima etapa de remodelacion de las heridas, se lleva a cabo la
degradacion de la ECM. Fisiologicamente, se sintetizan proteoglicanos, el colageno Ill se
reemplaza por colageno |, y las serinproteinasas, como el activador del plasmindgeno
tisular (tPA) y el activador del plasmindégeno uroquinasa (uPA), y las metaloproteinasas
de matriz (MMP) degradan el exceso de fibrina, colageno y fibronectina(62). Se ha
encontrado que, en los queloides, MMP-1, MMP2, MMP3 y MMP9 estan elevadas en
fibroblastos derivados de queloides, cuando se aislan de la periferia de las lesiones. La
sintesis y actividad de proteasas y MMP es un proceso complejo regulado en gran
medida por TGF-B1 y SMAD 3 y 4 (63). El inhibidor del activador del plasminégeno-1
(PAI-1), es un inhibidor del uPA y del tPA. uPA induce la degradacién de la MEC y por lo
tanto PAI-1, al inhibirla, tiene efectos profibréticos. PAI-1 es uno de los genes mas
regulados al alza por la via candnica de TGFB1. Se ha visto que, la expresion de PAI-1
esta aumentada tanto in vivo como in vitro en queloide en comparacién con muestras de

piel sana (64).
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Todos los mediadores mencionados, activan cascadas profibroticas cuando se
unen a sus receptores. Por ejemplo, la via de transduccion de sefiales a través de la
familia de proteinas intracelulares SMAD (SMAD activados por receptores (R-SMAD 1,
2, 3,5y 8; SMAD mediador comun (Co-SMAD 4); SMAD inhibidores (I-SMAD 6 y 7)), o
los receptores transmembrana Toll-like, clasicos de la inmunidad innata. La formacion de
queloides puede reducirse notablemente mediante la inhibicion de la via de sefializacion
TGF-B1-SMAD vy la activacion de TLR7 o SMAD 7 (65) (66). También se ha demostrado
que la fosforilacién de SMAD3 esta regulada al alza en queloides y que su inhibicion con
ARN de interferencia disminuye la expresion del gen procolageno en fibroblastos del
queloide (67). Ademas, la expresion de SMAD6 y SMAD7 esta disminuida en
fibroblastos de queloides en comparacion con fibroblastos normales. Se ha probado que
la inhibicién en la expresion de TGFB1, da como resultado una menor fosforilacion de
ERK1/2 y SMAD2/3 en fibroblastos derivados de queloide (57).

Las fibronectinas, Fn-EDA y Fn-EDB, son glicoproteinas de alto peso molecular
que participan en una variedad de procesos fisiologicos, interactuando tanto con los
componentes de la MEC como con los receptores de la superficie celular. El papel de las
isoformas de la fibronectina en la fisiologia y patologia de los tejidos no estan claramente
descritas, pero se conoce que las Fn-EDA estan practicamente ausentes en tejido adulto
normal, mientras que en condiciones patoldgicas, como los queloides, Fn-EDA es
abundante, un componente estructural de la ECM, asi como una molécula de
sefalizacion que regula los procesos celulares adhesivos, proliferativos y migratorios
(68). Ademas, Fn-EDA es crucial para la diferenciacién de los fibroblastos normales a
miofibroblastos, impulsada por TGF-B (69). Se ha descrito de forma reciente, que Fn-
EDA actia como un ligando enddgeno de TLR4, estimulando la produccién de TGF-f31,
que a su vez se retroalimenta para regular aun mas Fn-EDA, lo que lleva a un circulo
vicioso de fibrosis (70) (71).

Referente a la senescencia celular, se trata de una detencién irreversible del
crecimiento que se produce como resultado de diferentes estimulos dafinos, incluyendo
dafio al ADN, acortamiento y disfuncién de los telémeros o estrés oncogénico (72). Las
células adquieren un fenotipo secretor asociado a la senescencia (FSAS), lo que implica
la expresion de genes que codifican citocinas inflamatorias y factores de crecimiento
(73). Consecuentemente se activan vias de respuesta al dafio en el ADN, lo que resulta
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en la activacion de la proteina supresora de tumores p33, que activan al inhibidor de la
quinasa dependiente de ciclina p16. Ambas vias pueden activar a su vez al inhibidor de
la quinasa dependiente de ciclina p21, lo que conduce a la deteccion del ciclo celular
(74) (75). Estudios han demostrado que los fibroblastos derivados de tejido queloide
tienen una mayor tasa de senescencia en comparacién con los fibroblastos normales
(76). Por otro lado, se ha visto que existe un mayor acortamiento de los telomeros en el

tejido queloide en comparacion con piel sana (77).

No obstante, como se ha comentado anteriormente, la fisiopatologia y la causa
de la formacién de queloides sigue sin comprenderse. Ademas, su tratamiento efectivo
continiia siendo un reto para la cirugia plastica. La ratio de recurrencia tras la escisién
quirargica de un queloide oscila entre 50 y el 80%. Es por ello que no se recomienda, de
entrada, el tratamiento quirtrgico. En el caso de recurrir a dicho tratamiento, se suelen
utilizar terapias adyuvantes como por ejemplo la radioterapia, pues se ha demostrado
que la radioterapia postcirugia de queloides reduce la tasa de recurrencia al 2.4-50%
(Fig. 19) (78). Existe gran variabilidad en los esquemas de braquiterapia para el
tratamiento postquirtrgico de queloides, segun autores (Fig. 20). La radioterapia por si
sola tiene una tasa de respuesta del 10 al 94%, con una tasa de recurrencia en
queloides del 50 al 100% (79). Es prioritario la colaboracion y trabajo en equipo con la
Unidad de Radioterapia de los centros hospitalarios, para una indicacion de tratamiento,
realizacion y seguimiento adecuados. Los controles postoperatorios y tras la radiacion,
deben realizarse a la semana postcirugia, cada 3 meses el primer afio y posteriormente,
cada 6 meses, en los cuales se registra la evolucion inicial de la cicatriz, la aparicion de
complicaciones, la toxicidad tardia y las posibles recidivas. A corto plazo, es frecuente la
aparicion de edema, eritema y descamacidn. Menos frecuente dehiscencias o necrosis.
Como toxicidad tardia (10-15%), pueden aparecer cambios en la pigmentacion, atrofia,

telangiectasias, fibrosis subcicatricial y alopecia (80).

La presoterapia, las laminas de gel de silicona, crioterapia, se han utilizado
clasicamente y de forma extendida como alternativa de tratamiento topico, que debido a
que son seguros, no invasivos y de facil aplicacion tienen su papel dentro de las
opciones terapéuticas, aunque con efectividad relativa (79). Las inyecciones
intralesionales de corticoide se considera el tratamiento de primera linea (81). El
tratamiento Unico con corticoides intralesionales tiene tasas de respuesta del 50-100%,
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con tasas de recurrencia del 9 al 50%. El acetonido de triamcinolona es el

corticosteroide mas utilizado (82).

Figura 19. Exéresis quirirgica del queloide esternal, aproximacion de bordes de a herida y sutura
intradérmica sobre el tubo de plastico. Adhesivos quirurgicos. Curvas de isodosis y paciente en
tratamiento. El tratamiento de los queloides con la braquiterapia (BT) de alta tasa esta indicada en casos
de pacientes que no han respondido al tratamiento tdpico (corticoides tdpicos, silicona, etc). En el
quiréfano la cirujana plastica disefia la técnica quirirgica mas apropiada que permita realizar la exéresis de
la lesién, con un pequefio margen de tejido sano, para que se puedan aproximar los bordes sin tension.
Posteriormente se realiza el cierre por planos de la herida, colocando un tubo plastico (aplicador) en la
dermis y se cierran los bordes de la piel por encima del tubo con una técnica de sutura intradérmica. Para
la técnica de BT, se utiliza un aplicador externo que se coloca sobre la piel, con uno o varios canales
paralelos, con espaciador que separa 5 mm el aplicador de la superficie de la piel y que incluye la herida
+5 mm de margen (80).

N Lesiones Fraccionamiento | Pauta dosis Tiempos

Guix (2001) Intersticial 169 4% 3 Gy Alem 1* fraccign en < 1h
Las 4 fracciones en 24 h
Van Leeuwen (2014) | Intersticial &7 2 % & Gy AD5cm 1* fraccign en < 4 h
Z* fraccion en < 24 h
Jiang (2016) Intersticial 32 3 %6 Gy AD5cm 1* fracecidn en < 6
2y 3 al dia siguiente
Markwon (2006) Superficial {molde) 24 3% 506y AD5cm Fracciones separadas al menos 6 h
Kuribayashy (2011) Superficial {molde) 36 4 x5 Gy A 02 cm de 1 fraccian al dia
3 x50y superficie piel
segin lugar
Bautista (2020} Superficial {molde o 80 3 x50y Isodosis 95% 1 fraccian al dia

Leipzig)

Figura 20. Diferentes series de la BT-HDR en queloides (80).

El objetivo de las terapias futuras va dirigido a reducir o eliminar factores que
participen o promuevan la cascada de fibrosis. Lo cual supone la descripcion exacta de
las células y proteinas que participan en todo el proceso desregulado de inflamacién,
cicatrizacion y fibrosis cuténea, su papel en la fisiopatologia del proceso, asi como

desarrollar dianas terapéuticas especificas contra ellos o su funcioén.
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1.5.

La galectina-3 (GAL-3)

La galectina-3 (GAL-3) es un miembro de la familia de las galectinas, una familia
de proteinas solubles altamente conservadas que se encuentran en células y tejidos
humanos, asi como en diversos mamiferos, hongos, insectos y virus (83). Son lectinas
de union a B-galactdsidos en glucoconjugados. La evidencia sugiere que las galectinas
estan involucradas en una amplia variedad de procesos moleculares y celulares
significativos, se encuentran distribuidas ampliamente en toda la anatomia, tanto en piel
como otros drganos, y aparecen implicadas en los mecanismos patogenéticos de

diversos trastornos (84).

En 1993, Hirabayashi y Kasai clasificaron las galectinas en tres grupos segun
sus estructuras: prototipo, quimera y tipo de repeticion en tandem (85) (Fig. 21). Las
galectinas se dividen en tres tipos segun la organizacion de su dominio de

reconocimiento de carbohidratos (CRD):

Tipo 1) Galectinas con un solo CRD. Las galectinas del tipo prototipo,
representadas por GAL-1, GAL-2 y GAL-7, poseen un dominio de CRD vy existen
como dimeros. Aunque las galectinas reconocen la B-galactosa, la afinidad de
union de cada subtipo de galectina difiere segun la estructura del
glicoconjugado. Por ejemplo, GAL-1 muestra una alta afinidad por las N-glicanos

de tipo complejo.

Tipo ) Galectinas con dos CRD. Las galectinas del tipo repeticion en tandem,
que incluyen a GAL-4, GAL-8 y GAL-9, tienen dos dominios de reconocimiento
de carbohidratos conectados por un péptido corto, y estos CRD poseen

afinidades de union a carbohidratos diferentes.

Tipo Ill) Galectinas de tipo quimera con un solo CRD conectado a un dominio N-
terminal. La galectina-3 humana es una proteina de 35 kDa que esta codificada
por un solo gen, LGALS3, ubicado en el cromosoma 14. Es la Unica galectina de
tipo quimera. Su dominio N-terminal es esencial para su multimerizacion, es
sensible a la protedlisis por MMP de matriz y puede participar en la interaccion
con otras proteinas intracelulares. EI CRD C-terminal es responsable de su
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interaccion con glicoconjugados que contienen N-acetil-lactosamina (86).
Precisamente es esta estructura molecular lo que diferencia a la galectina-3 del
resto de galectinas: su estructura monomérica comprende un dominio de
reconocimiento de carbohidratos en el extremo C-terminal, un dominio
intermedio repetitivo de prolina-glicina-alanina-tirosina y un breve dominio N-

terminal (Fig. 22).

Proto Chimera Tandem repeat
galectin-1, -2 galectin-3 galectin-4, -6
-5,-7,-10, -11, 8, -9, 12

-13, -14, 15, -16

Figura 21. Clasificacion estructural de las galectinas en tres tipos. Las galectinas prototipo poseen un
dominio de reconocimiento de carbohidratos (CRD) y existen como dimeros. La galectina-3 del tipo
quimera tiene un dominio no-CRD en el extremo N-terminal y un dominio CRD en el extremo C-terminal. El
dominio no-CRD en la galectina-3 participa en la formacién de pentadmeros. Las galectinas del tipo
repeticién en tandem poseen dos CRDs con afinidades de unién a azticares diferentes, unidas por un

péptido corto (87).
N-Terminal Domain Carbohydrate Recognition Domain
1 120 250
1 12 36 109 181 187 228 236
' \
Leader Tandem Repeat Region B-galactoside Nuclear
Sequence Repeat: Y-P-G-X(3)-P-G-A Binding Export Signal
Region

Figura 22. Dominios de la Galectina-3 humana. GAL-3 es una proteina de 250 aminoécidos. Cuenta con
un Regién N-terminal de 120 aminoacidos, que contiene una secuencia lider y una region repetida en
tdndem rica en prolina, glicina y arginina. También consta de un CRD que contiene una region de unién a
B-galactdsido y una secuencia requerida para la exportacion del nicleo (88).

Los 15 galectinas conocidas estan ampliamente expresadas en el cuerpo de
mamiferos con distribuciones especificas de tejidos y células. Algunos subtipos de
galectinas, como GAL-5, GAL-6, GAL-10 y GAL-16, se ha informado que existen solo en
ratones o humanos. En la figura 23 se resume clasificacion estructural de galectinas y su

distribucion tisular y celular (87).
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Subtype Type Animals Tissues and cells

Galectin-1 Proto Human, mouse, rat, cow, sheep, pig Ubiquitous, fibroblasts, neurons
Galectin-2 Froto Human, mouse, rat, cow, sheep, pig Stomach, small intestine

Galectin-3 Chimera Human, mouse, rat, cow, sheep, pig Ubiguitous, macrophage. epithelium
Galectin-4 Tandem repeat Human, mouse, rat. cow, sheep, pig Gastrointestinal tract

Galectin-5 Proto Rat Red blood cells

Galectin-6 Tandem repeat Mouse Gastrointestinal tract

Galectin-7 Proto Human, mouse, rat, cow, pig Stratified squamous epithelium
Galectin-8 Tandem repeat Human, mouse, rat, cow, sheep, pig Ubiquitous

Galectin-9 Tandem repeat Human, mouse, rat, cow, pig Immune cells, lung, gastrointestinal tract
Galectin-10 Proto Human Eosinophil, basophil

Galectin-11* Proto Sheep, goat Stomach, placenta

Galectin-12 Tandem repeat Human, mouse, rat, cow, sheep, pig Adipose tissue

Galectin-13 Proto Human, pig Placenta

Galectin-14 Froto Human, sheep Eosinophil, placenta

Galectin-15* Proto Sheep, goat Stomach, placenta

Galectin-16 Proto Human Placenta

Figura 23. Clasificacion estructural de galectinas y su distribucion tisular y celular.

GAL-3 es la proteina mas estudiada de la familia de galectinas. GAL-3 se
encuentra ampliamente distribuida en multiples tejidos del cuerpo humano, incluido todos
los tipos de células inmunitarias (macréfagos, monocitos, células dendriticas, eosinéfilos,
mastocitos, células asesinas naturales y células T y B activadas), células epiteliales,
células endoteliales y neuronas sensoriales (89). La galectina-3 es secretada por
macrofagos activados y células T y B, monocitos, células de Langerhans, células
dendriticas, neutrofilos, basdfilos, eosinofilos, células NK, mastocitos y fibroblastos
(89).La expresion de galectina-3 es mas abundante durante la embriogénesis
localizandose predominantemente en el epitelio, rifidn, condrocitos e higado (90). GAL-3
se localiza predominantemente en el citoplasma, aunque también puede detectarse en el
nucleo, en la cara intra o extracelular de la membrana celular e incluso en el espacio
extracelular. La complejidad de su modo de accion radica en el hecho de que interactua
con infinidad de proteinas presentes dentro de las células, en la membrana celular, en la
matriz extracelular y en los fluidos biolégicos. Tiene la capacidad de interaccionar
también proteina-proteina, independientes de su CRD. Es por este motivo por lo que
GAL-3 esta involucrada en una gran cantidad de procesos biologicos y eventos
patologicos (91).

Particularmente en la piel, GAL-3 se expresa en los queratinocitos de la capa
basal y suprabasal de la epidermis, en la matriz extracelular de la dermis, en fibroblastos
proliferativos, en células de Langerhans, mastocitos, monocitos y melanocitos, en las
glandulas sudoriparas y sebaceas asociadas al foliculo piloso y en el propio foliculo
piloso (92).
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En cuanto a sus funciones bioldgicas la Galectina-3 se encuentra dentro del
citoplasma donde interacciona con proteinas asociadas a la supervivencia celular.
Participa en la proliferacion celular, diferenciacién, apoptosis y supervivencia a través de
diversas vias de sefializacién, como la Wnt/B-catenina, que regula la regula la
proliferacion celular, invasion y migracion (93). GAL-3 también modula la apoptosis
celular al interactuar con sinexina (94), NF-kB (95) y CD95 (APO-1/Fas) (96). GAL-3
también desempefia un papel clave en el mantenimiento de la funcion mitocondrial,
modulando la actividad de los complejos de la cadena respiratoria (97). A nivel lisosomal,
GAL-3 induce la autofagia y activa la biogénesis lisosomal, coordinando asi la
reparacion, eliminacion y reemplazo lisosomal (98). También se encuentra en el nucleo,
donde regula la transcripcién de genes, y desempefia funciones esenciales al
interaccionar con diversos factores (99). GAL-3 puede transportarse a la superficie
celular, al espacio extracelular y la circulacion a través de vias secretoras no clasicas,
para modular las interacciones célula-célula y entre las células y la matriz. Las
actividades bioldgicas extracelulares de GAL-3 dependeran pues principalmente de la
unién a ligandos relacionados con glicanos en la superficie celular y la matriz
extracelular, como laminina, MAC-2, colageno IV, fibronectina, Mac-2BP y antigenos de
superficie de macréfagos. Estos procesos promueven interacciones célula-célula y
célula-matriz y respuestas inflamatorias (100). En resumen, GAL-3 esta implicada en
procesos biolégicos fundamentales como la diferenciacion celular, la apoptosis, la
inflamacién, la angiogénesis y la fibrogénesis. GAL-3 contribuye al inicio y amplificacién
de la respuesta inflamatoria aguda al reclutar macrofagos en los sitios de lesion y
perpetia un estado de inflamaciéon crénica a través de la activacion de vias
proinflamatorias (Fig. 24). Esto puede provocar fibrosis, inflamacidn crénica y reparacion

tisular aberrante (101).

(&) B)
‘ Key actions of Gal3 in inflammation and fibrosis

* |nitiation and amplification of the acute inflammatory responsa
* Macrophage activation and mcruitment to injury sites

* Sustained production of proirflammatory cytokinas

* Pampatuation of a chronicinflammatory stata

* Macrophage polarization: switch from M1 to M2 phanotype
* Fibroblast to myofibroblast transifion

* Endathelial to mesenchymal transition

* Epithalial to mesenchymal transition

* Myofibroblast activation and proliferation

* |ncreased axtracellular matrix and callagen dapasition

* Tissua thickening and stiffness

* Organ dysfunction or failure

Figura 24. A) Estructura de la Galectina-3 y sus sitios de interaccion. B) Cuadro resumen de las funciones
de la Galectina-3 en la fibrosis e inflamacion (101).
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Debido a la diversidad de ligandos a los que puede unirse, modulando multiples
acciones, segun sus niveles y los de sus ligandos, ha surgido un interés creciente en los
ultimos afios en su estudio y su potencial rol como biodiana, habiéndose descrito su
implicacién en el cancer (102) (103) (Fig. 25), en enfermedades autoinmunes (104),
trastornos neuroinflamatorios 'y neurodegenerativos  (105), en enfermedades
cardiovasculares (106), enfermedades renales crénicas (107), asi como en muchas
enfermedades inflamatorias y trastornos fibroproliferativos de la piel (92) (108) (109)
(110) (111) (112).
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Figura 25. Tincién inmunohistoquimica de galectina-3 en las células neoplasicas de un carcinoma de
prostata. Leica Biosystems. Histologia, IHQ, Patologia Digitaly Citogenética. Barcelona. [Internet]. [Citado
27 de julio de 2023]. Recuperado a partir de: https:/shop.leicabiosystems.com/en-es/en-es/pid-PA0238
(113).

Niveles elevados de GAL-3 estan asociados con inflamacion y fibrosis de
érganos, los cuales se procede a resumir en este texto (Fig. 26), destacando su valor

como biomarcador y/o terapéutico en muchos trastornos fibréticos:

- Inflamacién cardiaca y fibrosis: La proteina Gal-3 desempefia un papel crucial en la
remodelacion patolégica del miocardio en respuesta a lesiones cardiacas, estrés cronico
o inflamacién, lo que conduce a la fibrosis miocardica. Este resultado es caracteristico
de la fibrilacion auricular y la insuficiencia cardiaca (101). En 2014, la FDA de EE.UU.
incluyé GAL-3 en la lista de biomarcadores cardiovasculares validados. En las guias del
afio 2017, la American Heart Association recomend6 la medicion de GAL-3 para el
prondstico de la insuficiencia cardiaca, y se sugirié que los niveles circulantes de GAL-3
podrian servir como biomarcadores tanto para enfermedades cardiovasculares como

para enfermedades no cardiovasculares(114).


https://shop.leicabiosystems.com/en-es/en-es/pid-PA0238

Mecanismos implicados en la regulacion de la fibrosis cutdnea: Galectina-3

Los niveles séricos de Gal-3 fueron pronosticos de muerte o rehospitalizacién en la
insuficiencia cardiaca cronica y afectaron adversamente la funcidn vascular en pacientes
postinfarto de miocardio (115). En estudios con modelos animales, resultados reportan
que la sobreexpresion de GAL-3 comprometia la viabilidad de los miocitos, y ratones con
sobreexpresion selectiva de GAL-3 mostraban defectos fenotipicos cardiacos, como
dilatacién ventricular, exceso de grasa pericardica y disfuncién cardiaca asociada con
cambios fibroinflamatorios y pérdida de miocitos. En modelos de isquemia miocardica en
ratones, niveles elevados de GAL-3 se asociaban con disfuncidn ventricular izquierda y
aumento de la respuesta inflamatoria y fibrosante en éareas cardiacas lesionadas,
mientras que los ratones sin GAL-3 estaban protegidos contra la inflamacidén miocardica,
el estrés oxidativo y la apoptosis tisular (116) (117). En el contexto de la aterosclerosis,
una condicion clave en enfermedades cardiovasculares causada por la acumulacion de
placas inflamatorias en arterias de tamafio medio y grande, se ha observado que GAL-3
tiene principalmente un papel proinflamatorio. No obstante, también se ha informado de
una accién antiinflamatoria que esta asociada con un subconjunto especifico de
macréfagos (118). Estudios actuales han indicado que GAL-3 desempefia un papel
fundamental en la estratificacion del riesgo de muerte cardiaca subita al mostrar niveles
elevados de Gal-3 en la circulacion 10 dias antes de la muerte subita en comparacion
con los 30 dias previos (119). En sus analisis inmunohistoquimicos se revelaba niveles
aumentados de periostina y tricromo (marcadores de fibrosis) en personas que
experimentaron muerte cardiaca subita. A diferencia de otros biomarcadores clinicos,
GAL-3 muestra actividad profibrética, lo que podria conducir a una disminucion en la
funcion cardiaca. Estudios previos han asociado niveles elevados de GAL-3 en la
circulacion con resultados cardiovasculares adversos en pacientes con infarto agudo de
miocardio (120). EI aumento sostenido de los niveles circulantes de GAL-3 podria
representar un mecanismo anormal durante la transicién de paro cardiaco repentino a
muerte cardiaca subita. La vigilancia continua de los niveles elevados de GAL-3 podria
ser valiosa para predecir a la poblacion de alto riesgo para la muerte cardiaca subita.
Ademas, debido a las acciones pleiotropicas de GAL-3, es posible observar roles
potenciales de este biomarcador en cardiomiocitos, como la modulacién de los canales
ibnicos cardiacos. Esto incluye la interaccion de GAL-3 con residuos de B-galactdsidos
de glicoproteinas de la superficie celular y de la matriz (121). Los oligdmeros de GAL-3
pueden unirse a canales de potasio en los miocitos atriales, lo que lleva al acortamiento

del potencial de accidn y, por lo tanto, a la progresion de la fibrilacion auricular (122).
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- Esteatohepatitis no alcohdlica y enfermedades autoinflamatorias: En relacién con la
participacion de GAL-3 en la inflamacién y fibrosis hepatica, se ha demostrado en
estudios ratones que aquellos deficientes en GAL-3 estaban protegidos de la
esteatohepatitis no alcohdlica inducida por la dieta (NASH), mediante la atenuacion de la
producciéon de citocinas inflamatorias y la activacién de la transdiferenciacion de
fibroblastos a miofibroblastos(123). Incluso GAL-3 ha sido propuesto como un posible
biomarcador en pacientes con NASH (124). El inhibidor de galectina-3 belapectin fue
evaluado en un ensayo clinico de fase Ilb con 162 pacientes con NASH, cirrosis e
hipertension portal, y aunque no se observo mejoria en los puntos finales clinicamente
relevantes, incluida la regresion de la fibrosis, un subgrupo de pacientes mostrd una
mejora en el gradiente de presidn venosa hepatica, lo que conllevo a la realizacion de
otros estudios (125). También se ha indicado una asociacion de GAL-3 con el
inflamasoma NLRP3 en enfermedades autoinmunes/inflamatorias como la colitis
ulcerosa o la colangitis biliar primaria (126) (127). La disfuncién de la inmunidad innata
media una respuesta inflamatoria que involucra la activacion del inflamasoma NLRP3. El
inflamasoma activado en los macréfagos hepaticos libera citocinas proinflamatorias que
dafian las células epiteliales biliares. En estudios con modelos animales, se ha
observado que GAL-3 puede estimular directamente la activacion del inflamasoma y la
promocién de la respuesta inmune Th17, lo que lleva a la colangitis. GAL-3 podria
interactuar con NLRP3 a través de su dominio N-terminal. Los modelos de ratones con
colangitis biliar primaria muestran que la expresion de NLRP3 es mayor en animales
Galectin-3+/+ en comparacién con aquellos Galectin-3-/-. En general, la investigacion
actual sugiere que la inhibicién de la sefializacion de GAL-3 y la activacion del
inflamasoma podrian ser objetivos terapéuticos potenciales en la colangitis biliar primaria
(128). También se ha observado que la GAL-3 hepética estaba significativamente
correlacionada con pardmetros de gravedad de la enfermedad y marcadores

inflamatorios en pacientes con cirrosis avanzada (129).

- Enfermedad renal crénica (ERC): La GAL-3 urinaria es un biomarcador potencial de la
progresion de la enfermedad renal. Trabajos muy recientes han estudiado los niveles de
GAL-3 en la orina, y como resultados se correlaciond de manera inversa la GAL-3
urinaria con la tasa de filtracién glomerular estimada y de manera positiva con el nivel de
GAL-3 en plasma, el nivel de creatinina y la relacion proteina-creatinina en orina. En este

estudio se observo un aumento gradual en los niveles de GAL-3 en la orina a medida
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que progresaba la etapa de la ERC, siendo el aumento mas pronunciado en pacientes
con ERC en la etapa 5 (estadio grave en el cual el dafio renal provoca una disminucién
de la filtracién glomerular hasta situarse en 15 ml/min o0 menos) (130). Niveles mas altos
de GAL-3 en la orina se asociaron histopatolégicamente en las biopsias de renales con
un engrosamiento, rigidez y colapso de la membrana basal glomerular, hipertrofia

endocapilar, inflamacién intersticial, fibrosis intersticial y atrofia tubular.

- Inflamacién, infeccion y fibrosis pulmonar: GAL-3 desempefia un papel importante
en enfermedades pulmonares inflamatorias y fibrosas como la fibrosis pulmonar
idiopatica (FPI), y la COVID-19. Los niveles de GAL-3 se han encontrado aumentados
en muestras de lavados broncoalveolares de pacientes con FPI, asi como un aumento
de expresion de GAL-3 por los macréfagos alveolares de estos pacientes, en
comparacion con individuos sanos (131). En un modelo de ratones con fibrosis pulmonar
inducida por bleomicina, se observé una correlacion entre el aumento de la expresion de
GAL-3 y la transicion endotelial-mesenquimal, una importante fuente de células fibréticas
en la FPI (132). Debido a su funcién conocida en la fibrosis pulmonar y la inflamacién, y
a la observacion de que la inhibicion de GAL-3 reduce la liberacién de citocinas
proinflamatorias involucradas en la tormenta de citocinas, se sugiri6 que GAL-3 podria
ser un marcador prondstico y/o un objetivo terapéutico para la enfermedad por
coronavirus en el contexto de la pandemia sufrida en 2020. Niveles elevados de GAL-3
en la sangre tienen valor prondstico para pacientes con COVID-19 que tienen riesgo de
requerir cuidados intensivos, desarrollar neumonia grave, sufrir sindrome de dificultad
respiratoria aguda severa y fallecer. Ademas, se ha encontrado una relacion positiva
entre los niveles de GAL-3 y las citocinas proinflamatorias (IL-18, TNF-a y IL-12) en
pacientes en estados criticos, y los pacientes mas graves han mostrado niveles
aumentados de células T CD56-CD3+ GAL-3 positivas en su sangre periférica (133)
(134) (135) (136) (137).

- Enfermedades neuroinflamatorias: Recientemente, la expresion de GAL-3 ha sido
investigada en numerosos procesos patolégicos como mediador de la neuroinflamacién.
Sin embargo, los mecanismos subyacentes por los cuales se involucra a la microglia, las
células del sistema fagocitico mononuclear del sistema nervioso central, y la expresion
de GAL-3 en enfermedades del sistema nervioso central es aun foco de investigacion
(138). Las microglias activadas son los efectores principales en la reaccidn inflamatoria
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del sistema nervioso central, mostrando un potencial de proliferacion activa, cambios
morfolégicos a fenotipos M1 proinflamatorios, migracién a zonas dafiadas y produccion
de citocinas. En condiciones de inflamacién cerebral por algun proceso patoldgico, la
expresion y liberacion de GAL-3 puede aumentar significativamente debido a la
estimulacion de IFN-y en las microglias. A su vez, GAL-3 podria activar el fenotipo M1
de las microglias a través de IFN-y y, mediante cascadas de sefializacion de la via
JAK/STAT, inducir la produccion de citoquinas proinflamatorias (93). Se ha descrito que
la Galectina-3 liberada en el cerebro por la microglia, actua como un ligando endégeno
paracrino para el receptor TLR4, desencadenando una respuesta M1 proinflamatoria
sostenida en condiciones neuroinflamatorias agudas (139). Estudios proponen a GAL-3
como mediadora de la inflamacién durante la isquemia cerebral en pacientes con
accidente cerebrovascular. Se han realizado estudios para analizar la relacion entre los
niveles de GAL-3 en suero en relacidn con la gravedad moderada a alta de un accidente
cerebrovascular, habiéndose demostrado que niveles séricos mas altos de galectina-3
estan asociados con la gravedad del accidente cerebrovascular isquémico al momento
de la admisién y el pronostico al momento del alta (140). Por otra parte, se ha
confirmado que la interaccion entre GAL-3 y TLR4 es clave en la respuesta inflamatoria
durante lesiones cerebrales traumaticas, activando la secrecion de citocinas
proinflamatorias como IL-1B, IL-6 y TNF-a (141). En cuanto a la enfermedad de
Alzheimer (EA), se ha revelado el papel perjudicial de la galectina-3 en la activacién de
las microglias agrupadas alrededor de las placas de beta amiloide (AB), tanto en el
cerebro humano como en el de modelos murinos (142). Se han encontrado niveles
elevados de GAL-3 en muestras de liquido cefalorraquideo, asi como en la corteza e
hipocampo de estos pacientes. La presencia aumentada de GAL-3 derivada de las
microglias se ha observado en otras enfermedades neurodegenerativas, y su asociacion
con la neuroinflamacién en modelos experimentales de lesiones de médula espinal, a

través de mecanismos de la via del inflamasoma NLRP3 (143).

- Cancer: Debido a ubicuidad de las galectinas, tanto en células normales como células
cancerosas, median funciones intra y extracelulares importantes, acciones que incluyen
la regulacion del crecimiento celular, el pre-mRNA splicing, la adhesion célula-célula y
celula-matriz extracelular, la polaridad celular, la motilidad, la migracién celular, la
diferenciacion, la transformacion, la transduccion de sefiales y la apoptosis. En relacién

con el cancer, numerosas investigaciones han revelado los diversos roles y mecanismos
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de accidn de las galectinas en la invasion y diseminacion de las células tumorales. La
desregulacion de su expresion y su correlacion con la agresividad se ha observado con
frecuencia en muchos tipos de canceres (144). Por ejemplo, GAL-3 esta asociada con la
sefalizacion de Ras, ya que interactia mediante su dominio de union a carbohidratos
con K-Ras activado. La consecuencia de esta interaccion es el incremento en la
sefalizacion de K-Ras, promoviendo la activacion de PI3-K, participando en la
regulacion de procesos como la supervivencia celular, la migracion, la invasion y la
progresion del ciclo celular en el cancer (145). Se ha encontrado también que la
galectina-3 aumenta la expresién de p21, controlando la progresion del ciclo celular
(146). Extracelularmente, GAL-3 se une a una amplia variedad de glicoproteinas y
glicolipidos en la superficie celular y en la matriz extracelular, ligandos como la
fibronectina, laminina, molécula de adhesion celular neutra (N-CAM), integrinas , CD45
en leucocitos, o la inmunoglobulina y receptor de la IgE, provocando la agregacion
celular, la angiogénesis, la adhesion celular, la evasion del sistema inmunologico y la
metastasis tumoral (147). Modificaciones post-traduccionales de GAL-3, como la
fosforilacion en serina 6, pueden promover la agresividad tumoral y la metastasis. La
expresion de GAL-3 se ha encontrado en diversos tumores tales como melanoma,
cancer de pulmén, colon, gastrico, hepatico o renal (148). Las galectinas y sus
inhibidores son nuevos objetivos terapéuticos en el contexto del cancer y la

inmunomodulacién, para convertirse en potenciales alternativas terapéuticas efectivas.
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Figura 26. GAL-3 y sus inhibidores en enfermedades inflamatorias y fibrosas. GAL-3 esta involucrada en la

inflamacién y fibrosis en diversas enfermedades, afectando drganos vitales como el corazén, el higado, los rifiones,

los pulmones y el cerebro (101).
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En resumen y como se ha desarrollado en el texto, la Galectina-3 influye en
procesos asociados con la inflamacién a través de su interaccion con diversos tipos de
células, incluyendo neutréfilos, monocitos y macréfagos, y de forma caracteristica en la
inflamacién cutanea. Asi ha sido demostrado en pasados estudios in vitro, observandose
que Galectina-3 humana recombinante puede activar los neutréfilos de manera
dependiente de la dosis, a través de un proceso que involucra su dominio de union a
carbohidratos en las etapas iniciales de la inflamacion y cicatrizacion (149). Ademas de
la activacion de los neutréfilos, se ha demostrado que la Galectina-3 facilita la adhesion
de los neutrdfilos a la laminina y se ha implicado en el reclutamiento de neutréfilos en un
modelo murino de infeccion cutdnea (150). GAL-3 induce la migracion del monocito,
estimulando la quimiotaxis en concentraciones elevadas, asi como la quimiocinesis en
concentraciones menores. La migracion de los monocitos y macrofagos se ve
aumentada en presencia de fibronectina, sugiriendo que la Galectina-3 podria influir
también en la union de estas células a la fibronectina (151). También se ha postulado
que GAL-3 actua como una opsonina, facilitando la funcién fagocitica del macréfago
(152), asi como provocando un aumento del ratio de macréfagos M2, antiinflamatorios y
proactivos en la reparacién cutanea. En estudios in vitro e in vivo, GAL-3 ha demostrado
inducir la angiogénesis mediante la estimulacion de vias de sefalizacién que modulan la
migracion de las células endoteliales, mediado por VEGF y FGFp. También se ha
demostrado que GAL-3 impide la internalizacién de los receptores VEGFR1 y 2,

aumentando la respuesta angiogénica (153).

En cuanto a re-epitelizacion de las heridas, diversos estudios se han realizado
en otros dérganos, como en los alvéolos de superficie del pulmoén, o en modelos de
heridas corneales, es decir, en células epiteliales de turnover rapido. Se ha mostrado un
efecto positivo en la migracion de las células epiteliales en presencia de GAL-3 después
de una injuria (154). En el caso especifico de la piel, se ha observado que ratones
knocked-out para GAL-3, mostraban una epitelizacion retrasada atribuido a la

endocitosis insuficiente del receptor EGFR (155).

En fases cronicas de la inflamacién, cuando esta es superada por la fibrosis, se
produce la diferenciacion de los miofibroblastos, y una consecuente sintesis excesiva de
matriz extracelular. Teniendo en cuenta el papel crucial que juega GAL-3 en la
fibrogénesis en multiples drganos, y su implicacion en diversas enfermedades de la piel
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que involucran un componente inflamatorio excesivo, patologico y perpetuado, como la
dermatitis (112) o la psoriasis (111), diversos estudios han sefialado Ultimamente la
presencia de esta proteina en algunos trastornos dermatolégicos asociados a
fibrosis cutanea. De manera relevante, la GAL-3 sérica se ha relacionado con la fibrosis
y la inflamacién en la esclerodermia sistémica (SSc), particularmente con la fibrosis
cutanea y la vasculopatia proliferativa (156) (157). Ademas, GAL-3 se ha descrito como
un biomarcador confiable de SSc, y su expresion inmunohistoquimica en la piel
lesionada se ha asociado con la gravedad de la enfermedad (109) (158). La expresion

histolégica de GAL-3 se ha descrito también en queloides (110).

Sin embargo, tras explorar en la literatura publicada, se advirtieron escasos
estudios in vitro o in vivo para investigar la expresion molecular de GAL-3 en estas
cicatrices, en modelos fibroticos relevantes. Se desarrollo entonces el objetivo del
presente trabajo. Se pretende determinar si la expresion de GAL-3 aumenta en modelos
representativos para la fibrosis cutanea in vitro e in vivo, mediante el empleo de
fibroblastos dérmicos humanos normales (NHDF) y de fibrocitos, en un modelo animal

de fibrosis cutanea, en piel humana sana y en biopsias de cicatrices queloides.
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2. Metodologia

El presente proyecto de investigacion es en esencia un proyecto transversal a una
linea de investigacion sélida, llevada a cabo por el departamento de Farmacologia de la
Facultad de Medicina de la Universidad de Valencia. Este trabajo de investigacion tiene
una vertiente clinica, basada en la fisiopatologia de las células de la piel y la
cicatrizacion, asi como una vertiente claramente experimental, fundamentada en el
estudio de la expresion de Galectina-3 en modelos murinos de fibrosis cutanea y en
muestras de piel sana y muestras de pacientes con queloides. En el anexo 1 se adjunta
el documento de autorizacién del procedimiento origen, por parte de la Conselleria de la
Generalitat Valenciana. En el anexo 2 se adjunta el documento de aprobacion del
presente proyecto por parte del Comité Etico de Investigacion con medicamentos (CEIm)

del Consorci Hospital General Universitari de Valéncia.
2.1. Cultivos celulares

Se cultivaron fibroblastos dérmicos humanos normales (NHDF) (Fig. 27)
(Promocell; Heidelberg, Alemania; n.° de catalogo C-12300) en el medio de Eagle
modificado de Dulbecco (DMEM, por sus siglas en inglés, Dulbecco's Modified Eagle
Medium), alto en glucosa, glutamina y sodio (Biowest; Riverside, EE. UU.; nimero de
catalogo L0102-500), suplementado con suero fetal bovino (FBS) al 10 % (Hyclone, GE
Healthcare; Uppsala, Suecia; niumero de catalogo SV30160.03), afiadiendo penicilina y
estreptomicina (Lonza; numero de catalogo DE17-602E) y anfotericina B (Hyclone,
numero de catalogo SV30078.01).

Figura 27. Aislamiento y cultivo de fibroblastos dérmicos. En la imagen de la izquierda se pueden observar
fragmentos de piel con la dermis adherida a la superficie de 6 pocillos de cultivo celular. La imagen de la
derecha corresponde a un aumento 40x de la superficie circundante a un fragmento de piel tras 1 semana
de cultivo, dénde se observan fibroblastos que han migrado y crecido en monocapa a partir del explante
(parte superior de la fotografia). Fotografias tomadas en el laboratorio del Departamento de farmacologia
de la Facultad de Medicina, Universidad de Valencia.
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Los fibrocitos empleados para el estudio se obtuvieron de muestras de capa
leucocitaria (capa de células blancas, plaquetas y otras células, aislada del plasma y de
los globulos rojos por centrifugacion) de donantes sanos en el Consorcio Hospital
General Universitario de Valencia (CHGUV) en el periodo 2020-2021. El protocolo del
proyecto para la obtencion y utilizacion de muestras biolégicas fue aprobado
previamente por el comité de ética e investigacion del CHGUV. Se obtuvo el
consentimiento informado por escrito de cada participante para la “utilizacion de
muestras biologicas”. Para aislar los fibrocitos, se afiadio solucion salina tamponada con
fosfato (PBS) (Sig-ma-Aldrich, Madrid, Espafia; nimero de catdlogo P4417) a la capa
leucocitaria (1:1) en un tubo Falcon con Ficoll (para la separacion de células
mononucleares y otros elementos celulares de la sangre por gradiente de densidad en la
centrifugacion) (GE Healthcare;, numero de catalogo 17-1440-03). A continuacion, la
mezcla se centrifugd a 1300 rpm (revoluciones por minuto) durante 35 minutos y la fase
blanca se recogié y mezcld con solucion salina fisiologica NaCl al 0,9% (B. Braun, Mel-
sungen, Alemania; numero de catalogo 12606097_0310) y PBS. Después, esta mezcla
de células blancas + NaCl + PBS se centrifugd a 2000 rpm por 10 minutos y el
sedimento se resuspendié en DMEM suplementado con FBS al 20 %, penicilina-

estreptomicina y anfotericina B.

2.2. Muestras de piel humana: tejido sano y queloides

Las muestras de piel se obtuvieron de pacientes donantes voluntarios en el
Departamento de Cirugia Plastica y Reparadora del Consorcio Hospital General
Universitario de Valencia (CHGUV) en el periodo 2020-2022. Se obtuvieron muestras de
piel de espesor total, de cualquier localizacion del cuerpo, de pacientes sin ninguna
enfermedad cutanea (muestras control), fragmentos sobrantes en actuaciones
quirargicas, sin ningun valor diagnéstico o pronédstico (n=8). Se obtuvieron biopsias de
queloides humanos de dos mujeres y seis hombres, con edades comprendidas entre 35
y 56 afos, con una edad promedio de 49,5 afios. El protocolo fue aprobado por el comité
local de investigacion y ética independiente del CHGUV en abril de 2022 y se realiz6 de
acuerdo con los principios éticos para las investigaciones médicas en seres humanos de
la Declaracion de Helsinki. Se obtuvo el consentimiento informado por escrito de cada
participante para la “utilizacion de muestras biol6gicas”, documento que se adjunta en el

Anexo 3.
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2.3. Modelo animal de fibrosis cutanea

Este estudio se llevé a cabo de acuerdo con las directrices del Comité de Etica y
Bienestar Animal de la Universidad de Valencia (Valencia, Espafia; CEA
2017/VSC/PEA/00062) segun la guia ARRIVE. Se adquirieron ratones macho BALB/c
(cepa albina de ratdn de laboratorio ampliamente utilizada en la experimentacion), de 12
semanas de edad (Harlan UK Ltd. Derby, Reino Unido). Todos los ratones se
mantuvieron en condiciones specific-pathogen-free, término que se emplea para indicar
y asegurar que los animales de laboratorio no tienen patdgenos particulares que
pudieran interferir con los experimentos. Se les proporcion6é comida y agua esterilizadas
en autoclave y vivian en condiciones de temperatura y luz controladas (humedad relativa
55 £ 10 %; temperatura 22 + 3 °C; 15 ciclos de aire/por hora; ciclos de 12/12 horas de

luz/oscuridad).

La fibrosis cutanea inducida por inyecciones intradérmicas de hipoclorito (HOCI)
representa un modelo general de fibrosis cutdnea asociada con el estrés oxidativo, un
mediador importante en la patogénesis de la fibrosis cutéanea. Los ratones BALB/c eran
anestesiados con isoflurano (Aerrane®) (Fig. 28), un éter halogenado usado como
anestésico inhalatorio, y sometidos a una inyeccion intradérmica diaria en la espalda de
HOCI al 0,1mg/ml (disuelto en 100 pl de solucién salina fisiolégica), durante seis
semanas. Los ratones control recibian un volumen idéntico de suero fisioldgico en lugar
de hipoclorito. Al final del protocolo, los ratones fueron sacrificados mediante una
inyeccion letal de pentobarbital sédico, seguido de exanguinacién (Fig. 29). La piel se

proceso para estudios experimentales, histoldgicos o de biologia molecular.

Figura 28. Vaporizador de anestesia y cdmara estanca. Los animales fueron anestesiados con isoflurano.
Se situaban dentro de una camara estanca con entrada de oxigeno y una atmdsfera de Isoflurano al 5%
generada por un vaporizador (Harvard Apparatus). Tras unos minutos los animales quedaban dormidos.
Fotografia tomada en el Dpto. Farmacologia, Facultad de Medicina, Universidad de Valencia.



Mecanismos implicados en la regulacion de la fibrosis cutdnea: Galectina-3

Dia 0
Inyeccion HOCI al 0, 1mgéml
e inyecciones diarias
Va Semana 6

Dia 0
CONTROL
Inyeccion de suero fsiologico

Figura 29. Los ratones BALB/c sometidos a una inyeccion intradérmica diaria en la espalda de HOCI al
0,1mg/ml (disuelto en 100 ul de solucién salina fisioldgica), durante seis semanas. Los ratones control
recibian un volumen idéntico de suero fisiolégico en lugar de hipoclorito. Al final del protocolo, los ratones
fueron sacrificados y la piel se procesé para estudios experimentales. Esquema de elaboracion propia.

2.4. RT-PCR en tiempo real

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) es un método utilizado para
amplificar el acido desoxirribonucleico (ADN). La reaccion en cadena de la polimerasa
con transcriptasa inversa (RT-PCR, del inglés reverse transcription polymerase chain
reaction), utiliza la transcripcion inversa para, a partir de una fuente de acido ribonucleico
(ARN), producir ADN complementario, que luego se puede amplificar. Se trata del
método de eleccidn para la cuantificacion de ARN mensajero (ARNm) (159). La PCR
cuantitativa o PCR en tiempo real (en inglés, quantitative polymerase chain reaction;
qPCR o Q-PCR) es una variante de la PCR de punto final tradicional, la cual permite
amplificar y simultaneamente cuantificar el nivel de producto obtenido en cualquier

momento de la amplificacion (160) (Fig. 30).

Figura 30. Sistemas de PCR en tiempo real QuantStudio 5, Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific.
Fotografia tomada del laboratorio.
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El andlisis de RT-PCR en tiempo real se utilizé para detectar cambios en la
expresion de ARNm en tejido cutaneo de ratones del modelo in vivo y en tejido humano
sano y queloide. EI ARN total se obtuvo con el reactivo de aislamiento TriPure® Isolation
Reagent (Roche, Indiandpolis, EE. UU.) y con el TissueLyser Il (QIAGEN, Hilden,
Alemania). La muestra de tejido se fraccion6 mediante agitacion a alta velocidad (30 Hz,
3 minutos) en tubos de plastico con reactivo de aislamiento TriPure®. La muestra se
centrifugd a 10.000 rpm durante 10 minutos y se recogié el sobrenadante. La integridad
del ARN extraido se confirm¢ con Bioanalyzer 2100 (Agilent, Palo Alto, CA, EE. UU.)
(Fig. 31y 32).

Figura 31. Thermo Scientific™ KingFisher™ Duo Prime Purification System. Instrumenfo de purificacion ofrece una
produccién de alta calidad de &cidos nucleicos (ADNJARN) y proteinas. Extrae ADN y ARN de las células para la
realizacion de RT-PCR y otros. Fotografia tomada del laboratorio.

Figura 32. Espectrofotometros NanoDrop™ 2000/2000c, Thermo Scientific™. Dispositivo disefiado para medir y
analizar la luz en funcién de su longitud de onda, para medir cantidad de material genético de una muestra.
Fotografia tomada del laboratorio.
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La transcripcion inversa se realizd en 300 ng de ARN total utilizando el kit de
reactivos de transcripcion inversa TagMan® (Applied Biosystems, Perkin-Elmer
Corporation, CA, EE. UU.). Los reactivos TagMan® utiliza una sonda fluorogénica para
la deteccidn en tiempo real unicamente de los productos de amplificacion especificos, a

medida que se acumula durante la reaccion (Fig. 33).

Forward TagMan®
Primer W
pr— N e—
R

everse °

POLIMERIZACION

[>]

Primer

Forward
Primer
DESPLAZAMIENTO 5

[=

ESCISION ﬂ—L 5

[=]

m POLIMERIZACION  (i——

COMPLETADA

Figura 33. Sistema TagMan® de cuantificacion fluorométrica de la expresion génica. (A) La sonda
contiene un fluoréforo en el extremo 5 y un inhibidor de fluorescencia (quencher) en el extremo 3", Este
ultimo absorbe la fluorescencia emitida por el fluoréforo mientras ambos permanecen unidos a la sonda
préximos entre si. (B, C) Durante los ciclos de la PCR, la sonda se hibrida con los productos de la PCR
especificos para ella, y a medida que la polimerasa copia la cadena complementaria, el fluoréforo se
escinde de la sonda. (D) La separacion entre el fluoréforo y el quencher debido a la escisién de la sonda,
provoca un aumento de la sefial fluorescente que es proporcional a la cantidad de productos de
amplificacion que se genera en la mezcla de reaccion. Esquema de elaboracion propia.

El ADNc resultante se amplific6 con sondas y cebadores especificos
predisefiados por Applied Biosystems, en ratones para a-SMA (Smooth muscle a-actin)
(Mm00808218_g1), COL1 (colageno 1) (Mm00801666_g1), TGFB1 (Mm00441726_m1)
y GAL-3 (Mm00802901_m1) y en humanos o-SMA (Hs00559403_m1), COL1A1
(Hs00164004_m1), CTGF (connective tissue growth factor) (Hs00170014_m1), E-
cadherina (Hs01023894_m1) y GAL-3 (Hs00173587_m1), en un sistema de PCR en
tiempo real rapido (7900HT, Applied Biosystems) usando Applied Biosystems™
TagMan™ Gene Expression Master Mix. La expresion del gen diana se mostré como un
aumento o disminucion de la cantidad de fluorescencia en relacién con la expresion de la
B-actina de control endégena (Applied Biosystems;, Hs01060665 para humanos y
Mm02619580_g1 para ratones).
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Para medir la expresion de un determinado gen se utilizé el ciclo umbral (Ct),
ciclo en el que la fluorescencia supera el umbral determinado. Por encima de esta linea,
el nivel de fluorescencia se considera significativamente superior a la fluorescencia basal
(Fig. 34). A continuacién, se calculd el nivel de expresion génica como la diferencia (ACt)
entre el valor de Ct del gen diana y el valor de Ct de la B-actina. Los cambios en los

niveles de ARNm del gen diana se denominaron 2-ACt.

Valor ¢,

Muestra

Fluorescencia

Linea base

Numero de ciclos

Figura 34. Valor del ciclo umbral (Ct) en una curva de amplificacion por PCR a tiempo real. El instrumento
de PCR recogera datos de fluorescencia durante cada ciclo. Esto aparecerd en un principio como una
linea recta a partir del punto del ciclo cero. El ciclo umbral estara justo por encima de esta linea, en el
punto donde la fluorescencia comienza a pasar a la fase exponencial. Esquema de elaboracion propia.

2.5. Estudios Histologicos, Inmunohistoquimicos e Inmunofluorescencia

El tejido de piel humana y murina se fijo en formaldehido al 3,7-4,0 % durante 48
horas (PanReac, Ap-pliChem, Darmstadt, Alemania; nimero de catalogo 252931). Las
muestras se deshidrataron, se embebieron en parafina y se cortaron en secciones de 5
um de espesor.

La expresion de a-SMA y GAL-3 se evalu6 mediante inmunohistoquimica
en secciones incluidas en parafina de piel murina. Las secciones se desparafinaron
mediante incubacion con calor a 60 °C durante 15 minutos, con xileno por dos veces
durante 5 minutos cada una, y con etanol al 100 % durante 2 minutos. Luego, las
secciones se incubaron en metanol y peroxido de hidrogeno, 174: 6, durante 10 minutos
y se incubaron en PBS por tres veces, 5 minutos cada vez. Luego, las secciones se
incubaron en citrato 10 mM precalentado, que se colocd en agua hirviendo, durante 10
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minutos, se lavd con agua Milli-Q (agua purificada) durante 5 minutos y se bloqued
mediante Peroxidase Blocking Reagent de Master Polymer Plus Detection System (un
sistema de deteccion inmunohistoquimico que emplea un micropolimero marcado con
peroxidas que detecta el complejo antigeno-anticuerpo amplificado) durante 10 minutos
a temperatura ambiente y evitando la luz (Master Diagnostica, Granada, Espafia; nimero
de catalogo MAD-000237QK). Después de la incubacion, las secciones se lavaron en
solucién salina tamponada (PBS) con Tris (nombre abreviado del compuesto organico
conocido como tris(hidroximetillaminometano, que se utiliza ampliamente en bioquimica
para preparar disoluciones tampon) por tres veces, 5 minutos cada una (Tris 0,05 M,
cloruro de sodio 0,15 M, pH 7,6, a 25 °C; PanReac, AppliChem). Se incubaron durante la
noche en una camara humeda a 4°C, con anticuerpo a-SMA (1/200) (Sigma-Aldrich;
numero de catalogo A5228) o anticuerpo anti-GAL-3 (1/200) [A3A12] (Abcam,
Cambridge, Reino Unido; numero de catalogo ab2785) en albimina de suero bovino
(BSA) al 0,1%, en PBS (Sigma-Aldrich, nimero de catalogo A7906). Después de la
incubacion durante la noche, las secciones se incubaron durante 30 minutos con el
Master Polymer Plus HRP a temperatura ambiente y evitando la luz (otro micropolimero
del kit de inmunohistoquimica, constituido por la combinacion de anticuerpos
secundarios conjugados y moléculas de peroxidasa, que reconoce anticuerpos primarios
de ratén y conejo) (Master Diagnostica; catalogo numero MAD-000237QK). Las
secciones se lavaron en PBS por tres veces, 5 minutos cada una, y se incubaron con un
concentrado de cromégeno 3,3'-Diaminobenzidine (DAB) en un tampdn de sustrato DAB
(un sustrato de peroxidasa que produce un producto de color marrén) durante 5 minutos
a temperatura ambiente y evitando la luz (Master Diagnéstica; catalog numero MAD-
000237QK). Las secciones se lavaron con agua tres veces, por 5 minutos cada vez, se
tifieron con hematoxilina (1/20), se lavaron con agua tres veces, 5 minutos cada vez y se
deshidrataron con etanol al 90 % y al 100 % en agua, dos veces, durante 5 minutos cada
vez. Después, se incubaron en xileno dos veces, 10 minutos cada una. Las secciones se
montaron con DPX (un medio de montaje para histologia) y las imégenes se adquirieron

con un microscopio Leica DM6000B (Leica Microsystems) (Fig. 35).
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. Se fija la piel en formaldehide al 3,7-4,0 % por 48 horas. Las muestras se deshidratan, se embeben en parafina y se
cortan en secciones de & Ym de espesor.

. Las seccicnes se desparafinan 1) incubacion con calor a 60 2C, 15 minutos; 2) con xileno {x2), 5 minutos cada una; 3)
con etanol al 100 %, 2 minutos.

. Se incuban en metanal y peréxido de hidrogeno, 174: 8, 10 minutos.

. 3e incuban en PBS (x3), 5 minutos cada vez.

. Se incuban en citrato 10 mid precalentado 10 minutos. Se lava con agua Milli-Q durants & minutos.

. Sistema polimérico para inmunchistoquimica: Se afiade Pergxidase Blocking. Reagent, 10 minutos a temperatura
ambiente y evitando la luz.

. Las seccicnes =e [avan en solucion salina tamponada con fosfato (PES) (x3), 5 minutos cada vez.

. Se incuban durants la noche en una camara hdmeda a 4°C, con anficuerpo a-3MA (1/200) o anticuerpo anti-GAL-3
(1200}, en alblmina de suero bovino (B5A) al 0,1% y PBS.

+  Tras la noche, las secciones se incuban 30 minutos con el Master Polymer Plus HRP.

. Las secciones se lavan en TES x3, 5 minutos cada una.

#  Seincuban con cromégenc DAB en un tampén DAE, § minutos.

. Las secciones se lavan con agua x3, & minutos cada vez.

. Se tifien con hematoxiling (1/20).

. Se lavan con agua x3, durante 5 minutos.

. Se deshidratan con etanaol al 90 % y al 100 % en agua, X2, durante 5 minutos cada vez.

. Se incuban en Xileno xZ, 10 minutos cada una.

. 3e montan 135 secciones en DPX y jal microscopiol

Figura 35. Resumen protocolo de preparacion de las muestras de piel para el anélisis histologico e
inmunohistoquimico para la expresion de a-SMA y GAL-3.

La expresion de a-SMA o GAL-3 se evalué mediante inmunofluorescencia en
fibrocitos, en tejido cutdneo murino y en tejido humano sano y queloide. La expresion
de a-SMA o GAL-3 se evalué mediante inmunofluorescencia en fibrocitos. Los
fibrocitos se lavaron tres veces en la solucion salina tamponada con fosfato de Dulbecco
(Biowest, L0615) y se fijaron con metanol al 100% a -20°C durante 5 minutos. Las
células se permeabilizaron en Triton X-100 (0,1 % en PBS) (surfactante no iénico
utilizado como componente de tampones de lisis celular) durante 8 minutos, y se
bloquearon en BSA al 1 % en PBS durante una hora a temperatura ambiente. Después,
las secciones se incubaron durante la noche en una camara himeda a 4°C con
anticuerpo anti-GAL-3 (1/200) [A3A12] en BSA al 1% en PBS. Después de la
incubacion durante la noche, las secciones se lavaron tres veces con PBS, durante 5
minutos cada vez, y se incubaron durante una hora con un anticuerpo IgG de cabra anti-
raton, Alexa Fluor 488 (1/200) (Invitrogen, Carlsbad, EE. UU.; catalogo nimero A11001)
en BSA al 1% en PBS a temperatura ambiente y evitando la luz. Las secciones se
lavaron con PBS tres veces, 10 minutos cada una, y se incubaron con DAPI (1/1000)
(para tincion de acidos nucleicos) (Sigma-Aldrich; numero de catalogo D9542) en BSA al
1 % en PBS durante 2 minutos. Las secciones se lavaron de nuevo tres veces con PBS
por 10 minutos cada vez y se montaron con DPX. Las imagenes de fluorescencia se

adquirieron con un microscopio Leica DM6000B (Leica Microsystems) (Fig. 36).
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»  Los fibrocitos se lavan %3 en solucidn salina tamponada con fosfato de Qulbecro v se fjan con metanol al 100% a -
20°C durante 5 minutos.

o Triton X-100 durante & minutes. B3A al 1 % en PBES durante una hora a temperatura ambiente.

e Las secciones se incuban durante la noche en una camara himeda a 4°C con anticuerpo anti-GAL-3 (1/200).

. Después de la incubacién durante la noche, las secciones se lavan x3 con PBS, durante 5 minutos cada vez.

s  Seincuban durants una hora con un anticuerpo 1gG de cabra ani-raton.

¢  Las secciones se avan con PES x3, 10 minutos cada una.

¢  Seincuban con DAPI (1/1000)

s  Lassecciones se [avan x3 con PBS, por 10 minutos cada vez.

*  Semontan con DPX y jal microscopio!

Figura 36. Preparacion de fibrocitos para evaluar la expresion de a-SMA y GAL-3 mediante
inmunofluorescencia.

Las secciones de tejido (5 um) se desparafinaron mediante incubacién con
calor, a 60°C, por 15 minutos, con xileno por dos veces, 10 minutos cada una, y etanol al
100 %. Las secciones se permeabilizaron en Triton X-100 (0,1% en PBS) durante 10
minutos, se lavaron en PBS, tres veces, 5 minutos cada una y se bloquearon durante 10
minutos a temperatura ambiente y evitando la luz en Peroxidase Blocking Reagent de
Master Polymer Plus Detection System (Master Diagnéstica; nimero de catalogo MAD-
000237QK). Después de la incubacion, las secciones se lavaron tres veces durante 5
minutos en PBS y se incubaron durante la noche en una camara humeda a 4°C con
anticuerpo a-SMA (1/200) o anticuerpo anti-GAL-3 (1/200) en 0,1 % de BSA en PBS.
Después de la incubacion durante la noche, las secciones se lavaron con PBS, tres
veces durante 5 minutos cada una, y se incubaron durante una hora con un anticuerpo
lgG anti-ratén de cabra, Alexa Fluor 488 (1/200) (Invitrogen; n.° de catalogo A11001) en
BSA al 0,1 % en PBS, a temperatura ambiente y evitando la luz. Las secciones se
lavaron tres veces durante 10 minutos en PBS y se incubaron con DAPI (1/1000)
(Sigma-Aldrich; nimero de catdlogo D9542) en BSA al 1 % en PBS durante 2 minutos.
Las secciones se lavaron con PBS, tres veces durante 10 minutos cada vez y se
montaron con DPX. Las imagenes de fluorescencia se adquirieron con un microscopio
Leica DM600OB (Leica Microsystems) (Fig. 37).
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. Las secciones de tejido {5 um) se desparafinan 1) incubacion con calor a 60 °C, 15 minutos; 2) con xileno (x2), &
minutos cada una; 3) y con etanaol al 100 %, 2 minutos.

¢  Las secciones se permeabilizan en Jriton X-100 durante 10 minutos.

. Se lavan en PBS x3, 5 minutos.

«  Pergxidase Blocking Reagent durante 10 minutos.

s  Las seccicnes se lavan en TBS x3.

»  Seincuban durante la noche en una camara humeda a 4°C con anficuerpo a-3MA (1/200) o anticuerpo anti-GAL-3
(1/200) en 0,1 % de BSA en PES.

«  3elavanen PBES x3, 5 minutos.

¢  Seincuban durante una hora con un anficuerpo I9G anti-raton de cabra

. Las secciones se lavan 3x, durante 10 minutos en TES.

e  Seincubaron con DAPI{1/1000) en BSA al 1 % en PBS durante 2 minutos.

. Las secciones se lavan con PBS, x3 durante 10 minutos cada vez.

«  3emontan con DPX y jal microscopio!

Figura 37. Preparacion de secciones de tejido para evaluar la expresién de a-SMA y GAL-3 mediante

inmunofluorescencia.

2.6. Western blot

El western blot, inmunoblot o electrotransferencia, es una técnica analitica usada
en biologia celular y molecular para identificar proteinas especificas, asi como
modificaciones postraduccionales en proteinas, y puede proporcionar datos
semicuantitativos o cuantitativos sobre la proteina diana en muestras biologicas simples
o complejas. Es un procedimiento que conlleva la realizacion de varios pasos que
resumidamente implican la preparacion de muestras, la extraccion de proteinas y
medicidn de su concentracion a partir de lisados de células o tejidos, el sondeo de
proteinas diana con anticuerpos primarios especificos, su incubacion con anticuerpos
secundarios conjugados con una molécula fluorescente, y la deteccion de sefial que
refleja unidn antigeno/anticuerpo, para finalmente realizar el analisis densitométrico de
las bandas de la proteina de interés (161). En este trabajo se utilizd el Western blot para
detectar cambios en la expresion de proteinas en las muestras de piel de ratones del

modelo in vivo y en NHDF humanos.

El tejido de la piel se homogeneizé mediante agitacién a alta velocidad (30 Hz,
10 minutos) con el TissueLyser Il (QIAGEN) utilizando un tampén de lisis (0.02 M
HEPES, 0.001 M EDTA, 0.001M EGTA, 0.4M NaCl y glicerol 21.1%) con un coctel
inhibidor y fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF 0,1 mM). La muestra se centrifugd y se
recogio el sobrenadante. Las células se rasparon de una placa de Petri con el mismo
tampdn de lisis. Posteriormente, tanto las muestras de tejido como las de células se

lisaron, siguiendo un protocolo de lisis térmica seguido de una incubacion en hielo con el



Mecanismos implicados en la regulacion de la fibrosis cutdnea: Galectina-3

detergente nonidet P-40 (1%). A continuacion, las muestras se centrifugaron (10000
rpm) a 4°C, durante 20 minutos y se recogid el sobrenadante. Con el fin de garantizar la
misma carga de proteina, se cuantificé el nivel de proteina en cada muestra mediante el
Pierce™ BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher, Waltham, MA, EE. UU.; n.° de catalogo
23227).

Se utilizé electroforesis en gel de poliacrilamida para separar las proteinas
segun su peso molecular. Se cargaron 12 ug de proteinas desnaturalizadas, junto con
un marcador de proteina de peso molecular (Fig. 38) (Spectra™ Multicolor Broad Range
Protein Ladder). (ThermoFisher Scientific; Waltham, MA, USA; catalog no. 26623) en un
gel 4-15% Mini-PROTEAN® TGX™ (Biorad, Hercules, California, USA; catalog no.
4561086) 0 en un gel 4-20% Mini-PROTEAN® TGX™ (Biorad; catalog no.4561094), y

corrieron por el gel aplicando 90 V durante 30 minutos y 300V durante 30 minutos.
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Figura 38. Thermo Scientific™ Spectra™ Multicolor Broad Range Protein Ladder. Estandar de proteina de
cuatro colores que contiene 10 proteinas pretefiidas (de 10 a 260 kDa) para el uso como patrones de
tamafio en electroforesis en gel y la inmunotransferencia (Western blotting). Thermofisher scientific
[internet].  [Citado 8 de agosto de  2023]. Recuperado  a  partir  de:
https://www.thermofisher.com/es/es/home/life-science/protein-biology/protein-gel-electrophoresis/protein-
Standards-ladders

Después de la separacion de proteinas por electroforesis, las proteinas se
transfirieron del gel a una membrana de difluoruro de polivinilideno mediante un método
de transferencia semihumeda (Trans-Blot® TurboTM Transfer System, BioRad). Las
membranas se bloquearon (utilizando BSA al 5 % en PBS que contenia Tween20 al 0,1
% (PBS-T)) durante una hora a temperatura ambiente y se incubaron durante la noche a
4 °C con los siguientes anticuerpos primarios diluidos en BSA al 5 % en PBS-T:
Anticuerpo a-SMA (1/1000) (42 KDa, monoclonal antibody; Sigma-Aldrich, catalog no.
A5228), anticuerpo colageno tipo | (1/1000) (139 KDa, polyclonal antibody; Novus


https://www.thermofisher.com/es/es/home/life-science/protein-biology/protein-gel-electrophoresis/protein-standards-ladders
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Biologicals, Centennial, USA; catalog no. NB600-408), anticuerpo factor de
crecimiento del tejido conectivo (CTGF) (1/200) (38 KDa, polyclonal antibody; Santa
Cruz Biotechnology, Dallas, USA; catalog no. sc-34772), anticuerpo fosforilado
ERK1/2 [Thr202, Tyr204] (1/1000) (42-44 KDa, monoclonal antibody; Invitrogen; catalog
no. 11372362); anticuerpo fibronectina (1/1000) (230-250 KDa, polyclonal antibody;
Invitrogen; catalog no. PA5-29578), anticuerpo anti-Galectina 3 (GAL-3) [A3A12]
(1/2000) (30 KDa, monoclonal antibody; Abcam; catalog no. ab2785) y anticuerpo anti -
actina (1/2000) — control de carga (40 KDa, monoclonal antibody; Sigma-Aldrich; catalog
no. A5441). Las membranas se lavaron posteriormente (PBS-T) y se incubaron durante
1-2 horas a temperatura ambiente con anticuerpo secundario de burro anti-raton IgG-
peroxidasa (HRP) (polyclonal antibody; Invitrogen; catalog no. SA1-100) o anticuerpo
secundario de burro anti-conejo 19G-HRP (polyclonal antibody; Invitrogen; catalog no.
SA1-200) diluido en BSA al 5 % en PBS-T. Las membranas se lavaron posteriormente
(PBS-T) y la reactividad se visualizd usando el sistema de transferencia Western ECL™
Prime Western Blotting System (Fig. 39) (GE Healthcare; catalog no. RPN2232) y Hyper-
film™ ECL™ films (GE Healthcare; catalog no. GE28-9068-37). El analisis de
densitometria se realizé con el software Image J 1.42q (https://imagej.nih.gov/ij/, USA.).
Los resultados de la expresion de la proteina diana se expresaron como la proporcion de

la densitometria a partir del control enddgeno de B-actina.

6. 5. 4.

Figura 39. Esquema de la técnica Western Blot. 1. Carga de las muestras y del marcador de peso
molecular. 2. Separacién de las proteinas en gel de acrilamida. 3. Tras la electroforesis las muestras
quedan separadas a lo largo del gel, incluido el marcador. 4. Transferencia de las proteinas desde el gel
hacia una membrana. 5. Incubacion de la membrana con anticuerpo primario, anticuerpo secundario y
reaccion de quimioluminiscencia. 6. Revelado de la quimioluminiscencia para visualizar la banda donde se
encuentra la proteina de interés. Esquema de elaboracion propia.
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2.7. ELISA

Los niveles de GAL-3 en el sobrenadante libre de células de NHDF cultivados se
midieron utilizando el kit comercialmente disponible: Galectin 3 Human ELISA kit
(Invitrogen; catalog no. BMS279-4), siguiendo las instrucciones del fabricante. Estos kits
permiten determinar cuantitativamente los niveles de proteinas en el sobrenadante y se
basan en la técnica de ELISA cuantitativo en sandwich (Fig. 40). En este sistema los
pocillos tienen adheridos a su base anticuerpos especificos contra nuestra proteina de

interés.

Figura 40. Sistema para la realizacion de Enzyme-linked immunosorbent assays (ELISA). Fotografia
tomada del laboratorio.

A los pocillos necesarios se afiadieron 50 L de diluyente y posteriormente 50 uL
del estandar (en concentraciones seriadas para la recta patron), las muestras por
duplicado (Fig. 41-1) y el blanco (diluyente solo). Se incubé la placa durante 2 horas,
durante las cuales la proteina de interés presente se uni6 al anticuerpo inmovilizado (Fig.
41-2). Se realizaron lavados, para eliminar uniones inespecificas, y se afiadieron 100 uL
del anticuerpo especifico conjugado a una enzima, y se incubd durante 30 minutos mas
(Fig. 41-3). Se realizaron lavados, se afiadieron 100 uL de una solucion de sustrato y se
incubd 30 minutos en oscuridad. La enzima asociada al segundo anticuerpo modifica el
sustrato produciendo un producto coloreado (Fig. 41-4), cuya intensidad sera
proporcional a la concentracion de anticuerpo unido en el paso inicial, es decir, sera
proporcional a la concentracion de la proteina de interés. Se detuvo la reaccion y se
midié la absorbancia a 450 nm en el espectrofotometro Victor 1420 Multilabel Counter
(Perkin Elmer).

- - = |- i
Y Y Y Y Y
Figura 41. Esquema de la técnica de ELISA cuantitativo por inmunodeteccién indirecta de proteinas, o
técnica en sandwich. Esquema de elaboracidn propia.
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2.8. Analisis estadistico

El analisis estadistico de los datos se llevd a cabo mediante pruebas no
paramétricas, en los estudios en células y humanos, y paramétricas en los estudios en
animales. Se considerd estadisticamente significativo un P-valor < 0,05. En cuanto a las
pruebas no paramétricas, el test de Man Whitney se utilizé para analizar las diferencias
entre dos grupos. Ademas, la correlacion entre GAL-3 y COL-1 1 se analiz6 mediante el
coeficiente de correlacion de Spearman (r=1; p < 0,0001), asi como la correlacion entre
la expresion de GAL-3 y E-Cadherina (r=-1; p< 0,0001). El analisis estadistico de los
resultados de los experimentos con animales se llevd a cabo mediante anélisis
paramétricos, partiendo de una distribucion normal para cada conjunto de datos,
confirmado mediante el test de Shapiro-Wilk y el test de Kolmogorov—Smirnov. En estos
experimentos, las comparaciones entre dos grupos se analizaron utilizando la prueba T
de Student no pareada de dos colas para muestras independientes. Los datos se

mostraron como media + SEM.
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3. RESULTADOS
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3. Resultados

3.1. Expresion de GAL-3 en modelos in vitro de fibrosis cutanea con

estimulacion TGFf1

3.1.1. Modelo de transicion fibroblasto a miofibroblasto

En cultivos de fibroblastos dérmicos humanos normales (NHDF), el
TGFB1 aumentaba de forma significativa la expresiéon de la proteina de
transicion desde fibroblastos a miofibroblastos a-SMA, aumentaba el
colageno tipo 1 de la membrana extracelular, y el factor de crecimiento de
tejido conectivo profibrético (CRGF), evaluado mediante Western blot (Fig.
42A-F). De forma caracteristica, el TGFB1 también aumentaba la proteina de
expresion de GAL-3 (Fig. 42 G, H) y su secrecion en el sobrenadante del
cultivo, medido por ELISA (Fig. 42 1).
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Figura 42. TGFB1 induce la expresion de GAL-3 en la transicién del fibroblasto a miofibroblasto. Los
NHDF fueron estimulados con 10 ng/ml de TGFS1 durante 48h. En la imagen se muestra los niveles de
proteinas, evaluados mediante Western blot, respecto el control endégeno de B-actina. A) el TGFB1
aumenta la expresion de a-SMA; B) el aumenta la expresion de Col-I; C) el TGF31 aumenta la expresion
de CTGF. En las graficas de barras se representa analisis desitométrico mediante Western blot:
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D) se observa un aumento de nivel de a-SMA cuando se estimula con TGFB1 (barra gris mayor respecto a
barra negra control); E) se observa un aumento de nivel de Col-I cuando se estimula con TGFS1 (barra
gris mayor respecto a barra negra control); F) se observa un aumento de nivel de CTGF cuando se
estimula con TGFf1 (barra gris mayor respecto a barra negra control). G) Los niveles de GAL-3 fueron
evaluados mediante Western Blot, se observa el aumento de intensidad de la marca de a-SMA, cuando se
estimula con TGFfB1, comparado con el control endégeno de B-actina. H) En la grafica se observa el
aumento del nivel de GAL-3 por densitometria al estimular con TGFB1. I) La liberacién de GAL-3 en el
sobrenadante se evalué mediante ELISA. Se contempla un aumento de nivel de GAL-3 tras estimulacion
con TGFB1. Los graficos presentan datos representativos de 3 experimentos con n=3 por grupo. Los
resultados se presentan como media £ SEM. El analisis estadistico se realiz6 con la prueba de Mann-
Whitney (unilateral) *p<0.05 vs control.

3.1.2. Modelo de fibrocitos humanos

En un cultivo celular de fibrocitos humanos, el TGFB1 inducia a la
proteina de expresion GAL-3. Este aumento de la proteina GAL-3 era evidente
en el citoplasma de los fibrocitos humanos estimulados por TGFR1 evidenciado

por inmunofluorescencia (Fig. 43).

Control TGFp1

Figura 43. Los fibrocitos se estimularon con factor de crecimiento transformante 1, 10 ng/ml
durante 48 horas. Imagenes de microscopio de inmunofluorescencia representativas de control y
fibrocitos estimulados con TGFf1 para la inmunotincion de GAL-3. (DAPI, marcador fluorescente
que se une fuertemente a regiones enriquecidas en adenina y timina en secuencias de ADN);
Ndcleos azules. Escala 25 um.

3.2 Expresion de GAL-3 en modelos in vivo

3.2.1. Expresion de GAL-3 en modelos murinos de fibrosis cutanea

Se estudi6 la expresion de GAL-3 en un modelo murino debidamente

caracterizado de fibrosis cutanea.
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Se realizaron inyecciones intradérmicas seriadas de hipoclorito (HOCI)
durante seis semanas y se evaluaron los niveles de marcadores de fibrosis en la
piel lesionada. La expresidn génica de los marcadores fibréticos TGFB1, a-SMA
y Col-1 estaba significativamente aumentada en el grupo tratado con HOCI
(Fig. 44 A-C). Particularmente, la expresién de a-SMA estaba aumentada en la
dermis de los ratones tratados con hipoclorito, comparado con el grupo control
(Fig. 45). Los ratones tratados con HOCI también mostraban un engrosamiento

tanto de la dermis como de la epidermis, una caracteristica definitoria de fibrosis

cutanea.
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Figura 44. Modelo animal de fibrosis cutanea. A los ratones BALB/c se les administraron
inyecciones intradérmicas de 100 ul de hipoclorito (HOCI) diariamente durante 6 semanas y
después fueron sacrificados. Se realizo RT-PCR a tiempo real para evaluar la expresion de ARN
mensajero. A) En la gréfica de barras se representa un aumento de expresion de RNAm de
TGFB1 en las células tratadas con hipoclorito; B) Aumento de expresion de RNAm de a-SMA en
ratones tratados con hipoclorito; C) Aumento de expresion de RNAm para Col-I en las células
tratadas con hipoclorito. Los gréaficos presentan datos de un experimento con n=7 (control) y n=8
(HOCI) ratones por grupo. Los resultados se presentan como media + SEM. El analisis
estadistico se realizé con la prueba t de Student no pareada de dos colas para muestras
independientes. ***p<0,001 frente al control.
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Figura 45. Modelo animal de fibrosis cutanea. Inmunohistoquimica de en el tejido fibrético de la
piel. La seccion de piel de la derecha, muestra un aumento de a-SMA cuando se provoca la
fibrosis cutanea con hipoclorito. Se observa un engrosamiento de la epidermis y la dermis, una
disminucién de la cantidad de vasos, aumento celular, miofibloblastos, y colageno. Ampliacion
original: x10; Escala 200 um.
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Asimismo, el marcador fibrético fibronectina se encontraba
aumentado, en comparacion con el grupo control (Fig. 46 A, C). Ademas, la
expresion de la proteina relacionada con TGFB, pERK1/2, también aumentaba

tras la administracion de hipoclorito (Fig. 46 B, D).
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Figura 46. Aumento de marcadores moleculares de fibrosis en modelo animal de fibrosis
cutdnea. A los ratones BALB/c se les administraron inyecciones intradérmicas de 100 ul de
hipoclorito (HOCI) diariamente durante 6 semanas. Control endégeno B-actina. A) Western blot
para fibronectina, se observa un aumento de la intensidad del marcador en los tratados con
HOCI. B) El nivel de aumenta de intensidad en el Western blot en los ratones tratados con HOCI.
C) El anélisis densitométrico se representa en diagrama de barras: aumento del nivel de
fibronectina en los tratados con HOCI. D) Nivel de proteina pERK1/2 mayor, con respecto al
control, cuando se estimula con HOCI. Los gréficos presentan datos representativos de un
experimento con n=7 (control) y n=8 (HOCL) ratones por grupo. Los resultados se presentan
como media + SEM. El analisis estadistico se realizd mediante la prueba de Mann-Whitney (una
cola). *p<0.05 vs control.

En este modelo murino de fibrosis cutanea, tanto los genes como la
expresion de la proteina GAL-3, estaban aumentadas de forma
significativa, comparado con el grupo control (Fig. 47). Se evalu¢ la localizacion
de la proteina GAL-3 en el tejido cutaneo mediante el empleo de
inmunohistoquimica e inmunofluorescencia. Se observd que GAL-3 se expresa
en la epidermis tanto del grupo control como del grupo de ratones tratados con
hipoclorito. Sin embargo, la expresion de GAL-3 estd aumentada en la dermis
de los ratones tratados con hipoclorito comparado con el grupo control
(Fig. 48).
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Figura 47. Expresion aumentada de Galectin-3 en un modelo animal de fibrosis cutanea. A los
ratones BALB/c se les administraron inyecciones intradérmicas de 100 ul de hipoclorito (HOCI)
diariamente durante 6 semanas y después fueron sacrificados. Control de carga de B-actina. A)
Se realiz6 RT-PCR a tiempo real para evaluar la expresion de ARN mensajero. En la gréafica un
aumento de expresion de RNAm de GAL-3 en las células tratadas con hipoclorito, con respecto
al control; B) Western blot: Aumento de nivel de GAL-3 en los estimulados con hipoclorito. C) un
aumento de proteina GAL-3 cuando se estimula con HOCI. Los gréaficos presentan datos
representativos de (A) un experimento con n=7 (control) y n=8 (HOCI) ratones por grupo, (B, C)
un experimento con n=7 (control) y n=8 (HOCI) ratones por grupo. Los resultados se presentan
como media + SEM. El anélisis estadistico se realizd mediante la prueba de Mann-Whitney (una
cola). *p<0.05 vs control.
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Figura 48. GAL-3 se expresa en la epidermis del grupo control y del grupo tratado con HOCI, pero la
expresion de GAL-3 esta aumentada en la dermis de los ratones tratados con hipoclorito comparado con el
grupo control. A) Imagenes de microscopio de inmunohistoquimica de secciones de piel del control y piel
de ratones estimulados con HOCI para la inmunotincién de GAL-3. Ampliacién original: x10; Escala: 200
um. Se observa un cambio en la dermis, caracteristicamente engrosada y fibrética, con menos vasos, con
mas tincion de GAL-3 en la piel tratada con HOCI, con respecto al control. B) Imagenes de microscopio de
inmunofluorescencia de secciones de piel de control y HOCI para inmunotincién de GAL-3. DAPI, nicleos
azules. Escala 200 um. Se observa un aumento de fluorescencia en la dermis del grupo HOCI.

3.3 Expresion de GAL-3 en muestras de cicatrices queloides de humanos

3.3.1. Expresion de marcadores fibréticos en queloides humanos

Se realizé el andlisis de la expresion de los marcadores fibréticos en
queloides humanos y se comparé con tejido cutaneo humano sano. La
inmunofluorescencia del marcador mesenquimal a-SMA evidencié su
aumento de expresion en los queloides, tanto en la epidermis como la
dermis, comparado con el tejido sano (Fig. 49 A). Ademas, la expresion de los
genes del colageno tipo-1 de la ECM estaba también aumentada en los
queloides, comparado con el tejido cutaneo sano (Fig. 49 B).
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Figura 49. Aumento de marcadores moleculares de fibrosis en biopsias de piel de queloides humanos. Se
obtuvo tejido cutaneo humano de controles sanos y queloides. A) Imagenes de microscopio de
inmunofiuorescencia de secciones de piel de muestras sanas y queloides para la inmunotincion de a-SMA.
DAPI, nucleos azules. Ampliacién original: x20; Escala 100 um. Se observa un marcado marcado de
fluorescencia del marcador a-SMA en la piel de los queloides. B) Se realizd RT-PCR a tiempo real para
evaluar la expresion de ARN mensajero. En la gréfica de barras se representa un aumento de expresion
de RNAm de Col-I en los queloides, en comparacion con el tejido sano. Los gréficos presentan datos de
muestras n=8 (piel sana) y n=8 (queloides). Los resultados se presentan como media = SEM. El anélisis
estadistico se realizd mediante la prueba de Mann-Whitney (una cola). **p<0,01 frente al control sano.

3.3.2. Expresion de GAL-3 en muestras de queloides humanos

Se analizé la expresion del gen GAL-3, y se encontr6 aumentada en

el tejido queloide, comparado con el grupo control sano (Fig. 50A). La

expresion de GAL-3 mostré una fuerte correlacion positiva con el colageno

tipo-1, y una fuerte correlacion negativa con la expresiéon génica de E-
cadherina (Fig. 50B).

| IS

A
c
2
w0
0 25+
5
Py 204
@
=4 15+
&
E 10+
G
& o
3
.@';"
-??'b

&b
&

E-cadherin/ Collagen type |
mRNA expression

BD+ s}
. =

604
[

404 g

20 0‘3

1 =8,
I

0+

0 10 20 30 40

GAL-3 mRNA expression

E-cadherin
Collagen type |

GAL-3 vs E-cadherin:
p=-1
P wvalue < 0.0001

GCAL-3 vs Col type |
p=1
P valug < 0.0001

Figura 50. La expresion Galectina-3 se encuentra aumentada en biopsias de queloides
humanas, en comparacion con controles de muestras de piel sana. A) Se observa un aumento
de la expresion de los niveles de ARN mensajero de GAL-3, evaluado mediante PCR en tiempo
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real, en los queloides. B) Correlacion entre los niveles de ARN mensajero de GAL-3 y ARN
mensajero de E-cadherina o ARN mensajero de coldgeno tipo I. Correlacion positiva Col-l y GAL-
3 p=1, p<0,0001; Correlacién negativa E-cadherina y GAL-3 p= -1, p<0,0001. Los gréficos
presentan datos de n=8 (piel sana) y n=8 (queloides) muestras. Los resultados se presentan
como media + SEM. El anélisis estadistico se realizd mediante la prueba de Mann-Whitney
(unilateral) y con correlacion de Spearman. *p<0,001 frente a control sano; p indica el coeficiente
de correlacion de rangos de Spearman.

La inmunofluorescencia evidencio el aumento de expresion de GAL-3,

tanto en la epidermis como la dermis de las muestras de queloides (Fig. 51).

Healthy Keloid

Figura 51. Imagenes de microscopio de inmunofiuorescencia representativas de secciones de
piel de muestras sanas y queloides para la inmunotincion de GAL-3. DAPI, nicleos azules.
Escala 200 um. (A, B). La dermis y epidermis del queloide brilla de forma intensa por un
aumento de GAL-3.
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4. Discusion

Con el proposito de determinar la implicacion de la Galectina-3 en la fibrosis
cutéanea y en condiciones patologicas que implican fibrosis, como suponen las cicatrices
queloides, se han realizado analisis de la expresién de GAL-3 en modelos
representativos para fibrosis cutanea in vitro e in vivo, mediante el empleo de cultivos de
fibroblastos dérmicos humanos normales y de fibrocitos, en un modelo animal de fibrosis
cutanea, en piel humana sana y en biopsias de cicatrices queloides. El objetivo de este
trabajo es analizar la presencia de la proteina Galectina-3 en modelos in vitro e in vivo
de fibrosis cutanea. Se reporta un aumento de la expresién de GAL-3 en los modelos
empleados y en queloides, afirmando su implicacion en la fibrosis cutanea.
Secundariamente, también se evalla la expresion de otros marcadores fibroticos como
TGFB1, a-SMA, Col-l o fibronectina, que también se encuentran aumentados en los

modelos fibroticos y queloides humanos.

Como se ha mencionado anteriormente en este texto, el factor profibrético
TGFB1 es un regulador definido de fibrosis en multiples 6rganos (22) (23). La transicion
de fibroblastos a miofibroblastos es clave en la iniciacién y perpetuaciéon de la
fibrogénesis, transformacion particularmente inducida por el TGFB1 (162) (18). En la
patogénesis de algunas enfermedades fibréticas de la piel, como la esclerodermia, se ha
descrito una disfuncion de los fibroblastos, con un excesivo numero de miofibroblastos
(18). ElI TGFB1 ha sido identificado como un regulador de la fibrogénesis patologica en
estas enfermedades, en las cuales la acumulacién del colageno es una de las
caracteristicas mas definitorias (163). En las cicatrices patoldgicas, hipertréficas o
queloides, también se estimula de forma andmala la proliferacion de fibroblastos y la
sintesis de colageno (13). En el presente estudio, la estimulacion de NHDF con
TGFB1 aumento la expresion de un marcador de miofibroblasto a-SMA, asi como
el colageno tipo-1 y CTGF. En este entorno fibrotico, la expresiéon de la proteina

GAL-3 se encontraba también aumentada de forma significativa.

Las propiedades de GAL-3 como un mitégeno de fibroblastos in vitro han sido
previamente descritas en la literatura, mediante la estimulacion de la sintesis de ADN y
la proliferacion de fibroblastos en multiples cultivos y tejidos (164). Mas recientemente,
se ha reportado que la GAL-3 revierte la deposicion de ECM, la cual esta mediada por el
TGFpB1 entre otros, en los fibroblastos de la arteria pulmonar (165). Por otra parte, en
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otro estudio se ha descrito la inhibicion de la activacion de miofibroblastos y una
disminucion de la expresion de colageno tipo-1, in vitro y en vivo, mediante el bloqueo de
GAL-3 y, en consecuencia, se ha conseguido una disminucion de la fibrosis hepatica
(166). En esta linea, GAL-3 ha sido descrita como un mediador critico en la fibrosis
hepatica inducida por TGFB1, de igual forma en el pulmén, mediante el empleo de un
raton GAL-3 knockout (KO) (un ratén modificado por ingenieria genética para que uno o
mas de sus genes, en este caso el gen de la Galectina-3, estén inactivados), los cuales
mostraban menos fibrosis y una disminucion de la sintesis y participacién de TGFp1
(166) (167) (168). Del mismo modo, fibroblastos del pulmén del ratén Gal-3 KO in vitro,
mostraban una menor diferenciacion a miofibroblastos y una reduccién de la sintesis de
colageno tipo-1 en respuesta al TGFB1. Sin embargo, existe un estudio que describe una
reepitelizacion dafiada en un raton GAL-3 KO después de una lesion intencionada al
tejido dérmico, lo cual sugiri6 una inesperada regulacién a la baja de GAL-3 por el
TGFB1 in vitro, en fibroblastos dérmicos y en fibroblastos dérmicos de heridas crénicas
humanas, en comparacion con fibroblastos del mismo paciente de otras localizaciones
no relacionadas con esas heridas (169). Estos autores sugirieron un rol celular y tisular
especifico de GAL-3 en la fisiopatologia de la fibrosis. Por el contrario, en un trabajo
reciente, se midié la expresion de GAL-1 y GAL-3 en fibroblastos de piel afecta de
pacientes con esclerodermia, y se reporté una expresion menor de esta proteina,
comparado con el grupo control (109). Las conclusiones de estos estudios contrastan
con los resultados obtenidos en este trabajo en NHDF sometidos a condiciones fibréticas

in vitro. Esta Ultima discrepancia podria ser causa de nuevas y futuras investigaciones.

Los fibrocitos, version relativamente inactiva de los fibroblastos, cumplen la
funcion principal de producir proteinas que componen la matriz extracelular, como el
colageno. Estos han sido relacionados con la etiopatogenia de enfermedades que
causan fibrosis en la piel, en pulmones, e incluso de algunos tumores (170). Es por ello,
por lo que en este trabajo se han estimulado fibrocitos humanos cultivados con el factor
TGFB1. Se ha expuesto que el resultado de esta estimulacion con TGFB1 produce
un aumento de la expresién del marcador a-SMA del miofibroblasto (171) (172). Se
ha encontrado que TGFB1 también induce la expresion de la proteina GAL-3 en el
citoplasma de fibrocitos humanos cultivados. Este seria el primer estudio que
sefiala la expresion de GAL-3 en fibrocitos humanos estimulados mediante TGFf1.
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Ademas de realizar los estudios en cultivos celulares, se ha llevado a cabo el
estudio de la expresion de GAL-3 en un modelo murino de fibrosis cutanea, que
representaria el modelo de una persona humana con esclerodermia sistémica, pues es
un modelo que recapitula inflamacion vy fibrosis cutanea y pulmonar, otorgandole un rol
directo a las especies reactivas de oxigeno (ROS), causantes de tales procesos (173).
Las vias de estrés oxidativo han sido bien definidas en la SSc, asi como en otros
desordenes fibroticos de la piel, como cicatrices hipertréficas y queloides, entre otros
(22). En este estudio, las inyecciones intradérmicas de HOCI durante seis semanas
aumentaron la expresion génica de los marcadores fibréticos TGB1, a-SMA y
Colageno tipo I. Estos resultados corroboran la expresion aumentada del marcador del
miofibroblasto a-SMA y el col-1 de la ECM, como previamente habia sido descrito en
este modelo (173) (174) (175) (176). En trabajos anteriores de esta linea de
investigacion, no se habian encontrado diferencias estadisticamente significativas en la
expresion de TGFB1 en ratones expuestos a HOCI Vs el grupo control de ratones (173)
(174). Sin embargo, en el presente estudio se han hallado diferencias estadisticamente
significativas en cuanto al aumento de la expresion génica de TGFB1 en ratones tratados
con HOCI, comparado con el grupo control. En recientes estudios, se ha pretendido
caracterizar el proceso molecular y el timing de la fibrosis en este modelo, y autores han
descrito una expresion fuerte de TGFB1 en ratones tratados con HOCI a los dias 21y 42
postinyeccidn (175) (175). Evidencias de varios estudios in vitro e in vivo sugieren que el
TGFB1 juega un rol clave en el desarrollo de la fibrosis de los tejidos en la SSc (163),
pero todavia se necesitan mas estudios para corroborar el rol del TGFB1 en este modelo

murino.

Por otra parte, en este estudio se encontraron niveles aumentados de
fibronectina, la glucoproteina de la ECM, en comparacion con el grupo control. Ademas,
la expresion de pERK1/2, marcador molecular relacionado con TGF@, también se
encontraba aumentada después de la administracion de HOCI. pERK1/2 también ha
sido implicado en las vias fibréticas inducida por TGFB1 en la SSc (22) (163) (177).

En este modelo murino de fibrosis cutanea, tanto los genes como la
expresion de la proteina GAL-3 estaban significativamente aumentados,
comparado con el grupo control. Ademas, la expresion de la proteina GAL-3,
evaluada mediante las técnicas de inmunohistoquimica e inmunofluorescencia, se

encontraba aumentada en la dermis de los ratones tratados con HOCI, Este seria el
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primer trabajo que reporta la expresion de GAL-3 en un modelo murino de SSc, y podria
suponer un punto de inicio importante para continuar con las investigaciones de los
mecanismos moleculares por los cuales GAL-3 juega un papel activo en la fibrosis de la
piel. Varios estudios han reportado un aumento de los niveles séricos de GAL-3 en
pacientes con esclerodermia cutadnea, comparado con sujetos sanos (156) (178).
Aunque, en contra, otro estudio ha reportado niveles séricos de GAL-3 significativamente
menores en pacientes con esclerodermia cutanea difusa, comparado con sujetos con
esclerodermia cutanea limitada (157). Un estudio reciente ha descrito una expresion
disminuida de GAL-3 en piel lesionada de pacientes con SSc, comparada con piel sana,
aunque los autores si reportan una correlacion positiva entre una expresién aumentada
de GAL-3 en los fibroblastos de piel lesionada en pacientes con esclerodermia y
enfermedad severa (109). Por tanto, aunque los estudios estdn sefialando el
involucramiento de GAL-3 en la fibrosis cutanea en la esclerodermia, todavia se
necesitan futuras investigaciones con modelos de enfermedad para definir su rol, y

explicar los mecanismos moleculares interrelacionados.

En lo que respecta a las enfermedades fibréticas de piel humana, también se
han estudiado biopsias de cicatrices queloides. Se ha hallado una expresion
aumentada del marcador fibrético a-SMA en queloides, comparado con tejido
cutaneo sano, en sintonia con la presencia de miofibroblastos a-SMA+ (179) (180).
También se ha encontrado una expresion génica aumentada de Col tipo-1, el

principal componente de la matriz extracelular del tejido del queloide.

En este contexto fibrotico que caracteriza la patogenia de las cicatrices
patolégicas, se ha descubierto un aumento de la expresion génica de GAL-3, tanto en
la epidermis como en la dermis de la biopsia del queloide, comparado con tejido
sano. Ademas, se describe una fuerte correlacion fuerte entre GAL-3 y la expresion del
colageno tipo 1.

Se ha reportado una correlacion negativa entre GAL-3 y la expresion génica de
E-cadherina. La E-cadherina es una glucoproteina transmembrana, responsable de la
adhesion celular, cuya region intracelular, que se encuentra en el citoplasma, conecta el
citoesqueleto de actina. Se han realizado trabajos experimentales en animales sobre la
plasticidad de las células epiteliales, demostrado al estudiar el proceso de transicion
epitelial-mesenquimatosa (EMT) (49) (181). Una caracteristica distintiva de este proceso

es la alteracion de los marcadores de la superficie celular desde un fenotipo epitelial a
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una regulacion al alta de marcadores mesenquimales. Una expresion disminuida de E-
cadherina es considerada una caracteristica de la EMT. Acorde a los resultados
obtenidos en este trabajo, otros estudios previamente publicados han descrito una

disminucion de los niveles de E-cadherina en tejido queloide (178) (182) (183).

Los resultados de este estudio también corroboran los resultados de otro estudio
reciente que ha descrito la presencia de GAL-3 en biopsias de queloides por
inmunotincidn (110). Los autores de ese estudio consideran que GAL-3, junto con GAL-1
y otras moléculas de la ECM producidas por los fibroblastos y las células inmunitarias,
contrarrestan la respuesta inflamatoria en queloides. Sin embargo, se necesitan futuros
estudios para investigar las vias relacionadas con GAL-3 para poder dilucidar realmente

su papel en la formacién de estas cicatrices.

El presente estudio describe la expresion de GAL-3 en diferentes tipos celulares
y en relevantes modelos de fibrosis cuténea, in vivo e in vitro, para poder subrayar la
importancia de esta molécula en la fisiopatologia de la fibrosis, y con el objetivo de ser la
base de futuros estudios para evaluar los mecanismos por los cuales GAL-3 se relaciona
con la fibrosis de la piel. Ademas, este modelo de fibrosis cutdnea representa una
herramienta Util para continuar estudios especificos sobre GAL-3, pues podria
convertirse en un farget antifibrético util para tratamiento de enfermedades fibréticas de

la piel y queloides.
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5.CONCLUSIONES
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5. Conclusiones

Como conclusiones de este trabajo, a partir de los resultados del estudio, se

puede afirmar que:

- La expresion de GAL-3 aumenta en modelos in vitro de fibrosis cutanea, en cultivos de
NHDF y en cultivos de fibrocitos humanos, tras la estimulacion de TGFB1. En el modelo
in vivo, modelo murino de fibrosis cutanea, tanto los genes como la expresion de la
proteina GAL-3, aumenta de forma significativa. La expresion de GAL-3 esta aumentada

en la dermis de los ratones tratados con hipoclorito comparado con el grupo control.

- La expresion del gen GAL-3 y los niveles de proteina GAL-3 estdn aumentadas en el

tejido queloide. GAL-3 tiene una correlacion positiva con el colageno tipo 1.

- EITGFB1 aumenta la expresidn de la proteina a-SMA, del colageno tipo 1 y del factor de

crecimiento de tejido conectivo en cultivos de NHDF.

- En modelos murinos de fibrosis cuténea, la expresion génica de los marcadores TGFp1,
a-SMA, Col-1, fibronectina y pERK1/2 estd aumentada en el grupo de ratones tratados
con hipoclorito. a-SMA y la expresion de los genes del colageno tipo-1 aumenta también

en los queloides.
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ANEXO 1- Documento de autorizacién del procedimiento original “Modelo murino de
fibrosis cutanea (HOCL model): estudio comparativo de IPD4, corticoides vy

combinaciones”. Responsable del proyecto Dr. Julio Cortijo Gimeno.

20 GENERALITAT
& VALENCIANA

COMSILEQ2 OF GGRICULTURD MEDID 27 BIELTE

CAATI0 CUNATIKD Y DESARRCLLD RURAL
DIRECCION GENERAL DE AGRICULTURA,
GANADERIA Y PESCA

Unidn Europea

AUTORIZACION PROCEDIMIENTO 2017/VSC/PEA/00062

Vista la solicitud realizada en fecha 24/03/17 con n° reg. entrada 14264 por D/D®. Pilar Campins
Falcé, Vicerrectora de Investigacién y Politica Cientifica, centro usuario ES462500001003, para
realizar el procedimiento:

“mModelo murino de fibrosis cutinea (HOCI model): estudio comparativo de IPD4,
corticoides y combinaciones”

Teniendo en cuenta la documentacion aportada, segdn se indica en el articulo 33, punto 5y 6, ¥
puesto que dicho procedimiento se halla sujeto a autorizacién en virtud de lo dispuesto en el
articulo 31 del Real Decreto 53/2013, de 1 de febrero,

Vista la propuesta del jefe del servicio de Produccién y Sanidad Animal.

AUTORIZO:
la realizacién de dicho procedimiento al que se le asigna el codigo: 2017/VSCIPEA/00062 tipo 2,
de acuerdo con las caracteristicas descritas en la propia documentacién para el numero de
animales, especie y periodo de tiempo solicitado. Todo ello sin menoscabo de las autorizaciones

pertinentes, por otras Administraciones y entidades, y llevandose a cabo en las siguientes
condiciones:

Usuario: Universitat de Valencia

Responsable del proyecto: Julio Cortijo Gimeno
Establecimiento: Animalario Facultad de Medicina - Campus Blasco Ibafiez

ecesi e io (K iva;
Observaciones:

Valencia a, fecha de la firma electrénica

El director general de Agricultura, Ganaderia y Pesca

gé;ﬁ%gﬁ; ECE’)%“L‘I{MGB Ribas el
RRINOANA

CSV:BZYPSIQ7-UESJVPQF-HPVAQELY  URL validaci6 Aramita.gva. index.fa =BZYPSJQ7-UE9JVPQF-HPVAQELV
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ANEXO 2- Documento de aceptacion del proyecto por parte del Comité Etico de
Investigacion con medicamentos (CEIm) del Consorci Hospital General Universitari de

Valéncia.

ﬁ Consorcio Hospital General Universitario de Valencia
consonct T R T v

NI GO Comité Ltico de Inyestigncion con medicamentos
vl

APROBACION PROYECTOS DE INVESTIGACION

~ ANEXO 11 «
Este CElm tras evaluar en su reunion de 8 de abril de 2022 el Proyecto de Investigacion:
Titulo:
Mecanismos implicados en la regulacion de la fibrosis cutanea; Galectina-3 y senescencia celular
e A
L Severiano Marin Bertolin Servicio/Unidad | Cirugia Plastica y Reparadora

Acuerda respecto a esta documentacion: |

REGISTRO:23/2022

Protocolo: version 1; 28/02/2022

HIP+Cl muestras bioldgicas UV

Que se cumplen los requisitos éticos y metodologicos y [a Hoja de Informacion al Paciente y Consentimiento
Informado presentado retnen las condiciones exigidas por este CEIC, por tanto se decide su APROBACION.

COMPOSICION DEL CEIm

Presidente: Dr. LOPEZ ALCINA, EMILIO (Especialista en Urologia)

Vicepresidente: Dr. GARCIA DEL TORO, MIGUEL (Especialista en Enf.Infecciosas)

Vocales:

Dr., ALVAREZ PITI, JULIO (Especialista en Pediatria)

Dr. ANTON GARCIA, FRANCISCO (Especialista en M.Familia Atencion Primaria) 1
Dra. LOPEZ ALARCON, DOLORES (Especialista Anestesia y Reanimacion) i3
Dra. MARCAIDA BENITO, GOITZANE (Especialista en Analisis Clinicos) lsg
Dr. MARTORELL ARAGONES, ANTONIO (Especialista en Pediatria) "3
Dra. MIR SANCHEZ CAROLINA (Especialista en M.Familia Atencién Primaria)

Dra. OCETE MOCHON DOLORES (Especialista en Microbiologia)

Dr. QUESADA DORADOR, AURELIO (Especialista en Cardiologia)

Dra SAFONT AGUILERA, M? JOSE (Especialista en Oncologia)

Dr. VALDERRAMA ZURIAN JUAN CARLOS (Especialista en Historia de la ciencia y documentacién)

Dr. SANCHEZ CARAZO, JOSE LUIS (Especialista en Dermatologia)

Dr. SANCHEZ JUAN, CARLOS (Especialista en Endocrinologia)

Dr. RUIZ ROJO, ELIAS (Farmacéutico de Atencion Primaria)

Dra. PEDROS CHOLVI, CONSUELO (Especialista en Farmacologla clinica)

Dra. OISHI KONARI, MIRIAM NATSUKI (Especialista en Otorrinolaringologia)

Dr. PEREZ SILVESTRE, JOSE (Especialista en Medicina Interna)

Don GRACIA PEREZ FRANCISCO JAVIER (Enfermero)

Diia. MART| MONROS, ANNA (Enfermera)

Dofia SARMIENTO CABANES, M? DEL. CARMEN (Miembro independiente del centro)

Dofia DOMINGUEZ GARCIA, CONCERCION (Licenciado en derecho)

Dr. CORTIJO GIMENO, JULIO (Especialista en Farmacia)

Secretaria Técnica: BERNALTE SESE, ALEJANDRO (Especialista en Farmacia Hospitalaria)

Anexo [ 1 CEIm - CHGUV
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ANEXO 2- Documento de consentimiento informado para la utilizacién de muestras

bioldgicas.

CONSORCI
HOSPITAL GENERAL
UNIVERSITARI
VALENCIA

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA LA UTILIZACION DE MUESTRAS
BIOLOGICAS

3 VNIVERSITAT
7 1 VALENCIA

IDENTIFICACION Y DESCRIPCION DEL PROCEDIMIENTO

Durante 1a intervenCion ... a la que va a ser
sometido/a se tomaran muestras de PIEL. El procedimiento que se le propone consiste en
donar voluntariamente fragmentos de piel de espesor total, que se vayan a desechar en la
propia cirugia, sin que se vaya a tomar mdas muestra de piel para ello, ni que suponga ningun
riesgo anadido para su salud ni comprometa el correcto diagndstico y tratamiento de su
enfermedad. Dichas muestras de piel podran ser utilizadas para la investigacion titulada:

“Mecanismos implicados en la regulacidon de la fibrosis cutanea: Galectina-3”

Dicha investigacion se realizard en el departamento de Farmacologia de la Facultad de
Medicina de la Universitat de Valéncia. Las muestras que done se almacenaran con los
requisitos adecuados para su posterior uso en investigacién, cumpliendo los requerimientos
establecidos en la normativa vigente. Las muestras seran almacenadas durante 5 afios, en
previsiéon de que fuera necesario algun andlisis adicional relacionado con los objetivos del
estudio. Durante este proceso el responsable de las muestras sera el promotor del estudio. Al
término de la investigacidn, sus muestras seran destruidas siguiendo el mismo procedimiento
de destruccion del Consorci Hospital General Universitari de Valéncia para el resto de las
muestras.

Sus muestras soélo podran ser utilizadas en proyectos de investigacion avalados
cientificamente y aprobados por un Comité de Etica para la Investigacion. En ocasiones dichos
estudios se realizaran fuera del centro en el que ha sido tratado/a. Se podran incorporar datos
de su historia clinica que seran identificados con un nimero idéntico al que se utilizara para
identificar la muestra, que no guardara relacién con el numero de historia, nombre u otros
datos que puedan identificarle. Tanto las muestras como los datos asociados a las mismas
seran custodiados y en su caso cedidos a terceros con fines de investigacion biomédica en los
términos previstos en la Ley 14/2007, de 3 de julio, y en el Real Decreto 1716/2011, de 18 de
noviembre.
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OBJETIVO
El objetivo del estudio es estudiar la senescencia celular (el envejecimiento de las
células hasta que dejan de dividirse) en los fibroblastos de la piel humana.

GRATUIDAD POR LA PARTICIPACION

Por la donacidon de las muestras bioldgicas, usted no percibird ninguna compensacién
econdmica. La donacién implica, la renuncia por parte de los donantes a cualquier derecho de
naturaleza econémica o de otro tipo sobre los resultados que pudieran derivarse de manera
directa o indirecta de las investigaciones que se lleven a cabo con las muestras bioldgicas.

BENEFICIOS ESPERADOS

La investigacion que se realizard utilizando las muestras de piel que usted dona
voluntariamente, podrian ayudar en el futuro a mejorar los procedimientos de diagndstico y
tratamiento de diferentes enfermedades.

CONSECUENCIAS PREVISIBLES DE LA DONACION

Solo si usted lo desea, existe la posibilidad de que pueda ser contactado/a en el futuro para
completar o actualizar la informacién de la que contamos en este momento y/o de tomar una
nueva muestra que pudiera ser interesante en el desarrollo de la investigacién biomédica, en
cuyo caso volvera a ser informado/a de la situacion y tendra la libertad de participar o declinar
dicha participacion.

CONSECUENCIAS PREVISIBLES DE SU NO REALIZACION Y DERECHO DE REVOCACION
DEL CONSENTIMIENTO

La decision de donar sus muestras es totalmente voluntaria, pudiendo negarse a
donarlas e incluso pudiendo revocar su consentimiento en cualquier momento, sin tener que
dar ninguna explicacion y sin que ello tenga ninguna repercusién en la atencion médica que
recibe. Si decidiera revocar el consentimiento que ahora presta, la parte de las muestras que
no se haya utilizado en la investigacion, sera destruida. Tales efectos, no se extenderan a los
datos resultantes de las investigaciones que ya se hayan llevado a cabo con anterioridad.

RIESGOS
El procedimiento que se le propone no supone ningun riesgo afiadido para su salud ni
compromete el correcto diagndstico y tratamiento de su enfermedad.

PROTECCION DE DATOS PERSONALES Y CONFIDENCIALIDAD

El promotor y los investigadores se comprometen a que sus datos personales seran
tratados de manera confidencial y se procesardan conforme a la normativa vigente sobre
proteccion de datos personales (Ley Organica 3/2018, de Proteccién de Datos Personales y
Garantia de los Derechos Digitales, y Reglamento [UE] 2016/679 del Parlamento Europeo y del
Consejo, relativo a la proteccion de las personas fisicas en lo que respecta al tratamiento de
datos personales y a la libre circulacién de estos datos).

Los datos recogidos para el estudio estaran identificados mediante un cddigo, de
manera que no incluya informacién que pueda identificarle, y sélo su médico del
estudio/colaboradores podra relacionar dichos datos con usted y con su historia clinica. Por lo
tanto, su identidad no sera revelada a persona alguna salvo excepciones en caso de urgencia
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médica o requerimiento legal. El tratamiento, la comunicacién y la cesién de los datos de
cardacter personal de todos los participantes se ajustardn a lo dispuesto en la ley.

El acceso a su informacion personal identificada quedara restringido al médico/a del
estudio/colaboradores, autoridades sanitarias, al Comité de Etica de la Investigacién y personal
autorizado por el promotor (monitores del estudio, auditores), cuando lo precisen para
comprobar los datos y procedimientos del estudio, pero siempre manteniendo Ia
confidencialidad de estos de acuerdo con la legislacién vigente. Los datos se recogerdn en un
fichero de investigacidon responsabilidad del promotor y se trataran en el marco de su
participacién en este estudio.

De conformidad con lo establecido en el Reglamento (UE) 2016/679 del Parlamento
Europeo y del Consejo, de 27 de abril de 2016, relativo a la proteccién de las personas fisicas
en lo que respecta al tratamiento de datos personales y a la libre circulacion de estos datos y la
Ley Organica 3/2018, de 5 de diciembre, de Proteccion de Datos Personales y garantia de los
derechos digitales, le informamos que sus datos personales seran gestionados de acuerdo con
dicha legislacion, pudiendo ejercer sus derechos de acceso, rectificacion, supresién, derecho a
la limitacion del tratamiento de sus datos, asi como a la portabilidad y oposicidn, siempre que
el ejercicio de estos derechos no afecte a los fines de investigacién para el cual fueron
recogidos.

El responsable del tratamiento de los datos del centro del estudio es: Dr. Severiano
Marin Bertolin, jefe de Servicio de Cirugia Plastica, Reparadora y Estética del Consorci
Hospital General Universitari de Valéncia; semaber@uv.es. La informacién de contacto del

Delegado de Proteccion de Datos del centro del estudio es: dpd_chguv@gva.es

Si usted decide retirar el consentimiento para participar en este estudio, ningin dato
nuevo serd afiadido a la base de datos, pero si se utilizaran los que ya se hayan recogido. Los
datos codificados pueden ser transmitidos a terceros pero en ningun caso contendran
informacidon que le pueda identificar directamente, como nombre y apellidos, iniciales, nimero
de historia clinica, etc. En el caso de que se produzca esta cesién, sera para los mismos fines
del estudio descrito o para su uso en publicaciones cientificas, pero siempre manteniendo la
confidencialidad de estos de acuerdo con la legislacidn vigente.

INFORMACION DE CONTACTO
Si tienen alguna pregunta sobre este proyecto de investigacion, puede consultar en
cualquier momento al Investigador responsable del estudio: Dofia Miriam Alonso Carpio.

Email: acarmi@alumni.uv.es

Si deciden participar en este proyecto, rellenen y firmen el formulario de
consentimiento que aparece a continuacion.


mailto:semaber@uv.es
mailto:dpd_chguv@gva.es
mailto:acarmi@alumni.uv.es
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EJEMPLAR PARA EL PACIENTE

D./Dfia. mayor de edad, titular del DNI:
, por el presente documento manifiesto los siguientes consentimientos:

Si la persona es menor de edad o estd incapacitada legalmente, se recomienda utilizar esta
formula:

D./Dfia. , mayor de edad, titular del DNI:
, [padre, madre o tutor legal de ], por
el presente documento manifiesto los siguientes consentimientos:

DECLARO

e Que he leido la hoja de informacién que se me ha entregado.

e Que he comprendido las explicaciones que se me han facilitado.

e Que he podido realizar observaciones y me han sido aclaradas las dudas que he
planteado.

e Que puedo revocar el consentimiento en cualquier momento sin tener que dar
explicaciones y sin que esto tenga ninguna repercusién negativa.

e Que de forma libre y voluntaria cedo las muestras biolégicas que se me han propuesto y
los datos de informacion que sean necesarios para el estudio.

e  Que puedo incluir restricciones sobre el uso de las mismas.

[ ]

CONSIENTO

- Que se utilicen las muestras bioldgicas obtenidas y los datos que se hallan recopilados
en mi historia clinica para el mencionado estudio.

- Que el investigador/a pueda acceder a mis datos en la medida en que sea necesario y
manteniendo siempre su confidencialidad.

- Que el personal del centro me contacte en el futuro en caso de que se estime
oportuno afiadir nuevos datos a los recogidos y/o tomar nuevas muestras. [ Si
O No

[ Deseo incluir la siguiente restriccion al uso de mis datos:

Nombre y apellidos Nombre y apellidos

Firma PADRE / MADRE / TUTOR Firma

Sélo utilizar en caso de que sea menor o
tenga declaracion de incapacidad

Si el sujeto del estudio es un adolescente capaz intelectual y emocionalmente de entre 12 y 16 afios debe de ser oida su opinion y
autorizar su participacion en el estudio firmando también este consentimiento. Cuando se trate de menores no incapaces ni
incapacitados, pero emancipados o con 16 afios cumplidos, no cabe prestar el consentimiento por representacion y serd el propio
sujeto del estudio quien firmard el consentimiento (Ley 41/2002).
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Declaracion Investigador:

He informado debidamente al representante legal y/o y al paciente anteriormente
mencionado.

REVOCACION DEL CONSENTIMIENTO

Y O, it (nombre y apellidos del paciente),
revoco el consentimiento prestado y no deseo continuar participando en el estudio.

Firma del participante Firma del investigador
Fecha: ...... [o..... [o..... Fecha: ...... [...... [......

Firma del representante:
Fecha: ...... [...... l......

En Valencia, a....... (o [ de 20...



Mecanismos implicados en la regulacion de la fibrosis cutdnea: Galectina-3

EJEMPLAR PARA EL CENTRO

D./Dfa. mayor de edad, titular del DNI:
, por el presente documento manifiesto los siguientes consentimientos:

Si la persona es menor de edad o estd incapacitada legalmente, se recomienda utilizar esta
formula:

D./Dfa. , mayor de edad, titular del DNI:
, [padre, madre o tutor legal de ], por
el presente documento manifiesto los siguientes consentimientos:

DECLARO

e Que he leido la hoja de informacién que se me ha entregado.

e Que he comprendido las explicaciones que se me han facilitado.

e Que he podido realizar observaciones y me han sido aclaradas las dudas que he
planteado.

e Que puedo revocar el consentimiento en cualquier momento sin tener que dar
explicaciones y sin que esto tenga ninguna repercusién negativa.

e Que de forma libre y voluntaria cedo las muestras bioldgicas que se me han propuesto y
los datos de informacion que sean necesarios para el estudio.

e  Que puedo incluir restricciones sobre el uso de las mismas.

CONSIENTO

- Que se utilicen las muestras bioldgicas obtenidas y los datos que se hallan recopilados
en mi historia clinica para el mencionado estudio.

- Que el investigador/a pueda acceder a mis datos en la medida en que sea necesario y
manteniendo siempre su confidencialidad.

- Que el personal del centro me contacte en el futuro en caso de que se estime
oportuno afiadir nuevos datos a los recogidos y/o tomar nuevas muestras. [ Si
O No

[ Deseo incluir la siguiente restriccién al uso de mis datos:

Nombre y apellidos Nombre y apellidos
Firma PADRE / MADRE / TUTOR Firma

Sélo utilizar en caso de que sea menor o

tenga declaracion de incapacidad

Si el sujeto del estudio es un adolescente capaz intelectual y emocionalmente de entre 12 y 16 afios debe de ser oida su opinién y
autorizar su participacion en el estudio firmando también este consentimiento. Cuando se trate de menores no incapaces ni
incapacitados, pero emancipados o con 16 afios cumplidos, no cabe prestar el consentimiento por representacion y serd el propio
sujeto del estudio quien firmard el consentimiento (Ley 41/2002).
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Declaracion Investigador:

He informado debidamente al representante legal y al paciente anteriormente mencionado.

REVOCACION DEL CONSENTIMIENTO

Y O, et (nombre y apellidos del paciente),
revoco el consentimiento prestado y no deseo continuar participando en el estudio.

Firma del participante Firma del investigador
Fecha: ...... lo. [, Fecha: ...... l..... lo.....

Firma del representante:
Fecha: ...... [..... l.....

En Valencia, a....... (o [ de 20...



