y i

VI Simposio Nacional de Ciencias
Farmacéuticas y Biomedicina

Vi, 1y 2 de octubre 2020
Biocompatibilidad de hidrogel de MHV biofuncionalizado con el péptido LL37 en macréfagos
murinos

Jorge Lopez-Gutiérrez?, Mercedes BermUdez®, Rosalio Ramos-Payan®, Geovanni Romero-Quintana®, Maribel Aguilar-
Medina®”

2Facultad de Biologia, ®Facultad de Ciencias Quimico Bioldgicas, Universidad Auténoma de Sinaloa. CP 80010, Culiacan, Sinaloa, México.

*maribelaguilar@uas.edu.mx

Palabras clave: Biocompatibilidad, Regeneracion tisular, Matriz Extracelular, LL-37.

Introduccion

La matriz extracelular (MEC) @ es una red
tridimensional que cumple diversas funciones como la
supervivencia y desarrollo celular, proporciona sostén
mecanico a los tejidos y es parte del remodelado de
organos, ademas de que permite la nutriciény la inervacion
celular. Distintos tipos de MEC pueden solubilizarse y
manipularse para formar hidrogeles expandiendo su uso,
tanto in vitro como in vivo, como materiales que rellenan
defectos criticos. Se ha observado que estos materiales
estimulan los procesos bioquimicos vitales como
migracion, proliferacion, sefializacion y activacion de
diferentes tipos celulares, entre ellos los macréfagos,
primordiales para dicho proceso ya que propician un nicho
adecuado. Ademéds, se han encontrado péptidos
antimicrobianos en la MEC en sitios de inflamacion y
cicatrizacion de heridas, un ejemplo de ello es el péptido
LL-37, cuya expresion y secrecion se eleva @ y funciona
como una sefial proliferativa y un factor proangiogénico.
En los materiales de regeneracion tisular, es importante
evaluar la citotoxicidad del mismo para evitar reacciones
adversas. Por lo tanto; el objetivo de este trabajo fue
evaluar la biocompatibilidad de hidrogel de matriz
extracelular de vejiga porcina (MHV) biofuncionalizado
con el péptido LL37 en macréfagos murinos.

Metodologia

Las células fueron cultivadas al 80% de confluencia.
Se coloc6 ~medio condicionado de MHV
biofuncionalizados con el péptido LL-37 (MHV+LL37) y
medio condicionado solo MHV, como control se utilizd
medio de cultivo DMEM complementado con 10% SFB y
1%  Antibiético-Antimicético.  Posteriormente,  se
realizaron pruebas por triplicado de citotoxicidad
utilizando el kit Cytotoxicity Detection LDH Sigma
Promega @ a las 24 horas, colocando 25x10° células por
pocillo. Para las pruebas de proliferacion se utilizo el kit
CellTiter 96® Non-Radioactive Cell Proliferation Assay
@, se colocaron 15x103 células por pocillo y se evalu6 a
las 24, 48 y 72 horas con sus respectivos controles por
triplicado. Ademas, se observé la morfologia celular con
tincion de Hemocolorante rapido. Asimismo se realizo el
ensayo de vida y muerte ® a una concentracion celular de
10X10* a las 24 horas de exposicion, colocando H202 como
control negativo y se utilizé microscopia confocal para su
visualizacion. También se evaluaron diversas citocinas
involucradas en la sefializacion celular utilizando el Kit BD
Cytometric Bead Array CBA Mouse Inflammation ©). Los

resultados se analizaron mediante ANOVA de una via con
analisis post-hoc de Bonferroni utilizando el programa
SPSS v20.0.
Resultados y discusion

Al comparar la citotoxicidad entre grupos no se
observaron células muertas en ninguno de ellos (p> 0.5).
En el ensayo de proliferacion, fue muy similar entre los
grupos MHV y MHV+LL37, ambos muestran un retraso en
la cinética de crecimiento (p> 0.5). El ensayo de
proliferacién muestra que el grupo DMEM presentd un
ntmero mayor de células a las 72 horas. Mientras que en el
ensayo de vida y muerte se observaron células activas y
vitales en todos los grupos. Ademas, en el ensayo de
matrices de perlas citométricas se observé elevada
expresion de TNF e IL-12p70 en MHV+LL37, respecto a
HMV y DMEM.
Conclusiones

Los resultados muestran que los materiales evaluados
no presentan citotoxicidad, sin embargo, MHV+LL37
disminuye la proliferacion a las 48 y 72 horas, sugiriendo
alteraciones en el ciclo celular, Se concluye que MHV
presentd la mejor biocompatibilidad de los materiales
estudiados.
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